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RESUMEN

La evaluacion de marcadores de seroprevalencia de malaria es un paso
trascendental para llevar a cabo un monitoreo real de la transmision de la
enfermedad. Por esta razon, este estudio se centr6 en la produccion (expresion
Baculovirus y células de insecto) y evaluacion de las proteinas recombinantes
rPvMSPS8 y rPfRH2B de Plasmodium vivax y P. falciparum respectivamente, como
nuevos seromarcadores de malaria en la Amazonia peruana. Asi mismo, se evaluo
en conjunto con las proteinas rPvMSP10 y rPfMSP10 (evaluados por nuestro
grupo) en conjunto con seromarcadores de referencia (rPvMSP1, rPvAMALI,

rPfMSP1 y rPfGLURP).

Para esto, 421 muestras de suero provenientes de un barrido poblacional de las
comunidades de Cahuide (n=257) y Lupuna (n=164), en el departamento de Loreto,
fueron utilizados para evaluar los niveles de 1gG especificos contra las 8 proteinas
recombinantes mediante la plataforma de ensayo Luminex® multiplex.

Un analisis de regresion multivariada indicd que los titulos de IgG para las 4
proteinas estuvieron asociados a la edad de los pacientes, mostrando una posible
respuesta acumulativa, generando memoria humoral, tanto en pacientes expuestos
y no expuestos. Ademas, los titulos de IgG para PvMSP10 y PvMSP8 se asociaron
significativamente con la historia de infecciones pasadas por P. vivax solo en la
comunidad con baja trasmision (Cahuide). Estos resultados demuestran que para
mantener y detectar niveles circulantes de IgG especificos contra estas proteinas se
necesitaria exposicion recurrente a Plasmodium spp., y asi serian de utilidad como

posibles marcadores seroldgicos utiles para la identificacion de “hotspots” de



transmision remanentes. Sin embargo, son necesarios estudios adicionales para

confirmar a estas proteinas como seromarcardores.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Baculovirus,

seromarcadores, Amazonia Peruana, PvMSP8, PvMSP10, PfIMSP10 y PfRH2B.



ABSTRACT

Malaria seroprevalence evaluation is a transcendental step to carry out real
monitoring of disease transmission. For this reason, this study have focused on the
production (Baculovirus expression and insect cells) and evaluation of the
recombinant rPvMSP8 and rPfRH2B proteins of Plasmodium vivax and P.
falciparum respectively, as new malaria sero-marker in the Peruvian Amazon.
These proteins were evaluated together with rPvMSP10 and rPfMSP10 proteins
(previously evaluated by our group) in conjunction with reference seromarchers

(rPvMSP1, rPvAMAL, rPfMSP1 and rPfGLURP).

For this, 421 serum samples from a cross sectional study population of two Loreto
communities, Cahuide (n =257) and Lupuna (n = 164), were used to assess specific
IgG levels against the 8 recombinant proteins using a Luminex® multiplex assay.
A multivariate regression analysis indicated that the IgG titers for the 4 novels
proteins were associated with the patients' age, showing a possible cumulative
response, generating humoral memory, both in exposed and unexposed patients. In
addition, IgG titers for PvMSP10 and PvMSP8 were significantly associated with
the history of P. vivax passed infections only in the low transmission community
(Cahuide). These results suggest that in order to maintain and detect specific
circulating levels of IgG against these proteins, recurrent exposure to Plasmodium
spp. is necessary, and thus would be suitable as possible serological markers useful
for the identification of remaining transmission hotspots. However, additional

studies are necessary to confirm these proteins as seromarkers.



Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Baculovirus,

seromarkers, Peruvian Amazon, PvMSP8, PvMSP10, PfIMSP10 and PfRH2B.



1. INTRODUCCION

La malaria sigue siendo una de las enfermedades infecciosas mas importantes en
términos de morbilidad y mortalidad a nivel mundial afectando a 106 paises. Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2017 se reportaron 219
millones de casos y 435,000 muertes a nivel mundial, siendo la mayoria de estos en

la Region de Africa.

En humanos, la malaria es causada por 5 especies de parasitos pertenecientes al
género Plasmodium, estas son: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale y P.
knowlesi. Los parésitos son transmitidos mediante la picadura de mosquitos del
género Anopheles y existen 30 especies de este género considerados vectores
importantes. En el caso de P. knowlesi, se sabe que esta especie infecta a monos en
ciertas areas forestales del Sur-este de Asia, pero recientemente se han reportados
casos de infeccion en humanos (OMS, 2018). En el Pert las dos especies causantes
de la malaria son P vivax (79.9%) y P. falciparum (20%), y el vector mas

importante en la region Amazdnica es el mosquito 4. darlingi (Minsa, 2018).

Dado que esta enfermedad sigue siendo un problema de salud publica en el Pert,
en la actualidad el Ministerio de Salud estd implementando programas de control
con miras a la eliminacion de la malaria en el pais, como es el programa “Plan
Malaria Cero Periodo 2017-2021”. Asi, en un contexto de control y pre-
eliminacion, en donde la transmision se ve disminuida, se hace critica la vigilancia

para poder identificar poblaciones en donde se hallen remanentes de casos de



infeccion y exposicion. De esta manera, la vigilancia posibilitaria enfocar esfuerzos
en zonas o poblaciones en riesgo de manera mas eficiente para ser controladas

rapidamente (Greenhouse ef al., 2019).

Entre las estrategias de vigilancia, la sero-vigilancia es una herramienta que ha
probado ser de gran utilidad para la identificacion de poblaciones en riesgo. Se basa
en el uso de anticuerpos especie-especificos como biomarcadores para monitorear
la exposicidn, transmision e inmunidad. Ademads, gracias a que los anticuerpos
persisten por un periodo de tiempo, esta herramienta es util en areas con transmision
altamente estacional (Corran et al., 2007; Drakeley et al., 2009).

Un punto critico en la implementaciéon de seromarcadores para una region es la
eleccion de antigenos. El primer paso a seguir para la definicion de estos
marcadores es la determinacion de su antigenicidad, es decir, que sean capaces de
reconocer individuos expuestos y diferenciarlos de no expuestos. Esta
determinacion implica el estudio de la magnitud de respuesta de anticuerpos que se
genera en el paciente, la duracion de estos anticuerpos en suero, la sensibilidad y
especificidad de esta respuesta (Elliott ez al., 2014). Dado que estas caracteristicas
son dependientes tanto de la genética de los individuos, de su respuesta
inmunolégica y de los parasitos presentes en la region; la eleccion de antigenos
como seromarcadores debe hacerse de manera especifica dentro del contexto en que
seran utilizados (Elliott ef al., 2014). Por esta razon, este estudio busca evaluar
seromarcadores que sean capaces de identificar poblaciones expuestas a malaria en
diferentes contextos de transmision dentro de la Amazonia peruana. Para ello, se

propone probar 8 proteinas del estadio asexual de Plasmodium spp., PvMSP1,



PvAMAL, PvMSP8, PvMSP10 de P vivax y PfIMSP1, PfGLURP, PIMSP10 y
PfRH2B de P. falciparum, proteinas que han sido identificados como seroreactivos

en estudios previos con muestras provenientes de esta region.



2. MARCO TEORICO

2.1. Malaria en el Peru

A pesar de los esfuerzos realizados en nuestro pais en 2005 al 2009 por el
Proyecto “Control de la Malaria en las Zonas Fronterizas de la Region Andina:
Un Enfoque Comunitario” (PAMAFRO), donde se reportd 23,060 casos en total
a nivel nacional (11,779 en el Departamento de Loreto), la cantidad de casos se
ha visto incrementada, considerandose a la malaria, como una enfermedad re-
emergente (MINSA, 2018). Segtn datos de Ministerio de Salud la cantidad total
de casos en 2018 fue de 44,406 siendo el Departamento de Loreto el mas
afectado con 42,868 casos (96.5 % de los casos). Esta enfermedad infecciosa
también afecta a la region de la selva central en los valles de los rios Apurimac,
Ene y Mantaro (VRAEM), el cual estd comprendido por los departamentos de
Junin, Huancavelica, Cusco, Ayacucho y Apurimac. Con una menor incidencia
se ven afectados los departamentos de Ayacucho, Cusco, Ucayali, La Libertad
y con algunos casos esporadicos y/o importados los departamentos de Madre de

Dios, Piura, Cajamarca, Cerro de Pasco, Huanuco e Ica (MINSA, 2018).

La poca sensibilidad de los métodos de diagnostico y la falta de instrumentos
costo-efectivos para estimar la prevalencia real de esta enfermedad han sido, en
gran manera, los motivos de este problema de salud ptblica (Torres et al., 2014).
Por esta razon, el desarrollo de herramientas que contribuyan a la
implementacion de estrategias de control efectivas para el monitoreo,
prevencion y erradicacion de esta enfermedad es critica (Elliott ef al., 2014;

WHO, 2018).



2.2. Ciclo de vida de Plasmodium vivax 'y Plasmodium falciparum

El ciclo de vida, tanto de P. falciparum como de P. vivax, pasa por una fase
sexual la cual ocurre dentro del mosquito vector y una fase asexual dentro del
hospedero vertebrado (los humanos) (Ghosh et al., 2000; Mueller et al., 2009).
En los humanos, luego de la picadura por un mosquito infectado, los
esporozoitos migran a través del torrente sanguineo hacia los hepatocitos. El
crecimiento y desarrollo que se produce durante esta etapa hepatica es diferente
entre las dos especies; mientras que los parésitos P. falciparum se dividen
mitoticamente en miles de merozoitos que se liberaran en el torrente sanguineo,
en P. vivax puede desarrollarse directamente en merozoitos o diferenciarse en
una etapa latente (hipnozoito), que puede reactivarse meses o afios después de
la primera picadura del mosquito, y solo entonces formar merozoitos (Mueller

et al.,2009).

La invasion del merozoito a los globulos rojos es un proceso de multiples pasos
mediados por una serie de interacciones especificas entre los receptores de los
eritrocitos y los ligandos en el parasito (Tham, 2012). Mientras que P
falciparum puede invadir tanto los eritrocitos maduros (normocitos) como los
eritrocitos jovenes (reticulocitos), P. vivax solo invade los reticulocitos o incluso
las células inmaduras mas jovenes (eritroblastos). Como resultado, P. vivax
utiliza diferentes interacciones ligando-receptor que se dirigen especificamente
a estas células jovenes (Mueller et al., 2009; Tham et al., 2012). Como los
reticulocitos suelen ser menos del 2% de la poblacion total de eritrocitos, las

infecciones por P. vivax suelen ser de baja densidad de parasitos. Una vez en el



torrente sanguineo los merozoitos inician la invasion de otros gldbulos rojos

donde proliferaran, causando la ruptura y liberacién de los parasitos y demas

componentes celulares. Este proceso es el causante de la sintomatologia

asociada a la malaria debido a la respuesta inmune generada (White et al.,

2014).
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Figura N°01. Ciclo de vida de Plasmodium spp. Una vez que el mosquito infectado inyecta los
esporozoitos al picar al hospedero humano, estos viajan por el torrente sanguineo hacia el higado
donde infectan las células hepaticas formando esquizontes. Estos esquizontes pasan por un proceso
de ruptura y los parasitos son liberados nuevamente al torrente sanguineo donde invaden globulos
rojos. Al dividirse, los merozoitos causan la ruptura de los eritrocitos y son nuevamente liberados
para seguir el proceso de invasion a mas eritrocitos. Imagen. (Imagen tomada de www.dpd.cdc.gov).

Una fraccion de los merozoitos se convertira en gametocitos, los cuales seran

ingeridos por el mosquito al picar a un individuo infectado, comenzando el ciclo

sexual. El desarrollo de P. falciparum a gametocitos tarda entre 10 y 12 dias, y

ocurre en gran parte dentro de la médula 6sea. En cambio, los gametocitos de
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P, vivax se desarrollan rapidamente y aparecen en el torrente sanguineo tres dias
después de que se observan los primeros parasitos asexuales; es decir, incluso
antes del desarrollo de los primeros sintomas de malaria, lo que hace que P,

vivax sea altamente transmisible (Mueller ez al., 2009).

2.3. Transmision de la malaria e infecciones asintomaticas en la Amazonia
peruana.
La transmision de la malaria en la Amazonia peruana no es homogénea dentro
de las zonas endémicas, sino mas bien se da por agrupamientos de individuos
infectados dentro de pequefios subgrupos de la poblacion (Vinetz ef al., 2002;
Branch et al., 2005). Este fendmeno podria explicar el porqué de la baja
incidencia de malaria, ya que de esta manera la frecuencia de infeccion real en
algunas personas seria mayor que la estimada para toda la poblacion (Branch et

al., 2005).

La dindmica de transmision de malaria depende principalmente de la locacion
de criaderos de mosquitos, que ha venido siendo alterada por la deforestacion
(Abeles et al., 2011), y agrupamiento de viviendas cerca de estos criaderos
donde las personas sirven como reservorio de parasitos que reinfectaran a los
mosquitos (Vinetz ef al., 2002). Por esta razén, es también importante entender
la ecologia, comportamiento y estructura poblacional del vector para la

elaboracion de estrategias para el control de la transmision (Abeles et al., 2011).

Adicionalmente, los factores sociodemograficos también influencian de gran
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manera la dindmica de transmision. En la region Amazonica peruana la mayoria
de personas encuentran su sustento econémico en la agricultura, pesca y
extraccion de madera (Carrasco et al., 2015). Estas actividades ocurren a
menudo en lugares lejanos a sus viviendas por lo que muchos de los pobladores
viajan durante la semana a diferentes zonas endémicas, lo que hace posible la

importacion de casos dentro de las comunidades.

Otro factor importante en zonas donde la malaria es endémica es la presencia
de pacientes que a pesar de estar infectados con Plasmosdium sp. no manifiestan
la sintomatologia asociada, a estos pacientes se les denomina asintomaticos
(Bousema et al., 2014; Clark et al., 2012). En la region Amazonica de Loreto,
se estima que 30-60% de individuos infectados son asintomaticos (Vinetz et al.,
2002; Clark et al., 2012). Al contrario de lo que ocurre en zonas donde la
transmision de la malaria es intensa, como en Africa, donde la inmunidad
clinica se adquiere solo luego de varios afios de re-infecciones y se ve
asociacion con la edad y nivel de exposicion (Rouhani et al., 2015), en zonas
hipoendémicas como son Indonesia, la Amazonia peruana y brasilefia, se ha
visto que esta inmunidad puede ser alcanzada rapidamente (hasta en dos afos),
requiriendo menos procesos de re-infeccion (Villasis ef al., 2012) y no se ha
visto asociacion con la edad (Rouhani ef al., 2015). La respuesta inmune que
confiere proteccion clinica contra la infeccion por Plasmodium spp. seria area-
especifica y no ofreceria proteccion en individuos hacia diferentes cepas de

parasitos de otras zonas (Alves et al., 2002).



La presencia de asintomaticos cobra importancia pues, al no presentar sintomas,
estos individuos no acuden a los centros de salud y no reciben el tratamiento
adecuado representando reservorios que mantienen la trasmision y que
potencialmente pueden introducir o reintroducir parésitos a zonas donde la
eliminacion habria sido alcanzada (Abeles et al., 2011, Villasis et al., 2012). Por
esta razéon, el incluir estrategias eficientes para identificar  pacientes
asintomaticos, ademas de incluir comunidades en donde su presencia es comun,
es esencial para entender mejor la ecologia de la transmision de malaria y los
mecanismos que permiten desarrollar este tipo de inmunidad (Vinetz et al.,

2002, Alves et al., 2002).

2.4. Estudios de Seroprevalencia como herramienta para el control de
transmision de la malaria

Los marcadores de seroprevalencia se basan en la identificacion, en suero de

pacientes, de los niveles de anticuerpos especificos generados como respuesta

inmunolégica a determinados antigenos del parésito (Crompton et al., 2010).

Asimismo, ya que los anticuerpos persisten en sangre son menos afectados por

la estacionalidad o transmision inestable de la enfermedad (WHO, 2018;

Crompton et al., 2010), siendo ttiles como marcadores.

Los estudios de seroprevalencia, mediante la utilizaciéon de marcadores
seroepidemioldgicos, han probado ser de gran utilidad; permitiendo la deteccion
de focos de transmision de la malaria, asi como la identificacion de factores de

riesgo asociados a esta enfermedad (Elliott et al., 2014; Folegatti et al., 2017).



Ademas, este tipo de estudios pueden ser usados para evaluar los cambios en la
transmision de la malaria entre temporadas (Dewasurendra et al., 2017) y
después de intervenciones efectuadas por el Ministerio de Salud (Folegatti et
al., 2017; Crompton et al., 2010). Por lo tanto, la produccion y evaluacion de
marcadores confiables para medir la seroprevalencia de malaria es un paso
trascendental para llevar a cabo un monitoreo real de la transmision de esta

enfermedad (Crompton ef al., 2010; Dewasurendra et al., 2017).

Uno de los problemas con respecto a los marcadores seroepidemioldgicos
clasicos para malaria, es que han sido elegidos basandose en estudios realizados
en zonas hiperendémicas de Africa (Noland et al., 2014; Salavatifarm et al.
2015; Corran, 2007). Sin embargo, el contexto natural de malaria es dependiente
de la region geografica donde se desarrolla (Folegatti ef al., 2017; Stewart et
al., 2009) y, por tanto, no todos los marcadores serologicos usados en zonas
hiperendémicas serian de utilidad en una region como la Amazonia peruana
donde la transmision de la malaria es continua y con epidemias de
estacionalidad marcada. Mas aun, estudios previos en la zona periurbana a
Iquitos han encontrado una incidencia muy alta de malaria en comunidades
individuales o incluso en grupos de familias dentro de estas, lo que sugiere una
heterogeneidad altamente espacial en la transmision de la malaria a pequefia
escala (Chuquiyauri ef al., 2015). Por esta razon, es de suma importancia contar
con este tipo de marcadores especificos para nuestra Amazonia. También se
debe tener en cuenta que, dada la alta variabilidad en la respuesta inmune entre

diferentes individuos, para aumentar la precision del estudio de la transmision,
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sobre todo en ambientes de hipoendémicos, es recomendable utilizar la
respuesta conjunta a mas de un antigeno (Orlani et al., 2006; Fowkes et al.,

2010; Takem et al., 2013; Kim et al., 2003).

Otra de las dificultades que afrontan actualmente este tipo de estudios es que no
existe un consenso sobre la eleccion del marcador ideal para estimar la
seroprevalencia en una region (Folegatti et al., 2017); no obstante, existen
pautas a tener en cuenta. Dentro de estas pautas se considera que el marcador
debe ser immunogénico, no debe ser muy polimorfico y que su sintesis debe ser
bastante parecida a las encontradas en condiciones naturales (Sturrock et al.,
2013; Elliott et al., 2014). Ademas, dado que la malaria es unica por region
endémica, la eleccion de un marcador de seroprevalencia para una region debe
realizarse en base a datos preliminares de la evaluacion del mismo en el area de

su implementacion (Corran et al., 2007; Sturrock et al., 2013).

2.5. Proteinas del estadio asexual del merozoito

Las proteinas del estadio asexual del merozoito estan involucradas en el proceso
de invasion del pardsito a los globulos rojos (GR). Durante este proceso quedan
expuestas al sistema inmune del hospedero, ya que el merozoito es liberado al
torrente sanguineo para seguir con la invasion de otros GR, haciendo posible
que se genere interaccion y una respuesta inmune frente a ellas (Boyle ef al.,
2014; Garzon et al., 2011). Por todo esto, muchas de estas proteinas han sido
extensamente consideradas como potenciales candidatos para el desarrollo de

vacunas y algunas han logrado alcanzar la fase 1 y 2 de ensayos clinicos (Garzon
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etal. 2011).

2.5.1. MSP1,AMA1 y GLURP
Las Proteinas de Superficie del Merozoito (MSP) han mostrado ser blancos
importantes de la inmunidad adaptativa, particularmente de anticuerpos por lo
que, ademds de un rol potencial como vacunas, podrian ser utilizadas como
herramientas para el desarrollo de pruebas de diagnostico y estudios de
seroprevalencia en comunidades endémicas (Garzon et al., 2011). MSP1, fue la
primera proteina descrita de esta familia y ha sido una de las mas estudiadas.
MSP1 es una proteina de aproximadamente 1700 aminodcidos (aa) que
atraviesa por un proceso proteolitico generando 4 fracciones: 83kDa, 30kDa,
38kDa y 42kDa. El tltimo fragmento se ancla a la membrana mediante Glicosil
Fosfatidil Inositol (GPI) y posee dos regiones llamado Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF) (Chitarra ef al., 1999). Ademas, se sabe que es una proteina
critica para el proceso de invasion al GR encontrandose que anticuerpos contra
esta pueden inhibir dicho proceso (Woehlbier et al., 2006; Li, 2014). Estudios
realizados en la Amazonia peruana determinaron que los anticuerpos
producidos hacia esta proteina, en pacientes infectados con P. falciparum, se
mantenian hasta por 4 meses (Torres ef al., 2008). Mas aun, el uso de este
antigeno, junto con la Proteina Apical de Membrana (AMAL1) y la Proteina Rica
en Glutamato (GLURP), en estudios longitudinales han mostrado ser eficaces
para caracterizar la transmision estacional de malaria en zonas de baja
transmision (Cook et al., 2010) y para la determinacién de Hotspots en la

Amazonia peruana (Rosas et al., 2015).
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La proteina AMA1 esta conformada por aproximadamente 600 aa. Al igual que
MSP1 y GLURP, este antigeno cumple un rol importante durante el proceso de
invasion al GR. Por esta razon, estas proteinas han sido consideradas en
diversos estudios como potenciales candidatos a vacuna (Stowers et al., 2002;
Dutta et al., 2007). Sin embargo, ninguna de estos tres antigenos ha logrado
mostrar eficacia como vacuna por diversas razones, siendo una de estas el alto
grado de polimorfismos presentes. Por este motivo, se recomienda el uso de

estas proteinas en conjunto al ser utilizadas como marcadores seroldgicos.

2.5.2. MSP8
La proteina MSP8 es una de las proteinas ancladas por GPI presente en el
estadio sanguineo de Plasmodium. Contiene una secuencia sefial en el extremo
N-terminal y dos dominios EGF en el extremo C-terminal. Existen pocos
estudios que hayan utilizado esta proteina como blanco de investigacion. Tres
estudios determinaron que PvMSPS8 es altamente antigénica (Chen et al., 2010;
Chuquiyauri ef al., 2015 y Cheng ef al., 2017). Esta proteina presentd una alta
especificidad para pacientes con P. vivax y se encontrd que los anticuerpos
producidos contra esta proteina persistian por hasta mas de un mes (Cheng et
al.,2017). Por estas evidencias, consideramos que PvMSPS podria ser utilizada
como una herramienta para el monitoreo de transmision de la malaria especifica

a P vivax.

Como parte de la investigacion preliminar para la busqueda de marcadores,
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nuestro grupo realizé un estudio de la respuesta inmune contra un panel de casi
3,000 proteinas de P. vivax y P. falciparum con suero de pacientes de la
Amazonia peruana, encontrandose alta reactividad contra PvMSP10, PvMSPS,
PfMSP10 y PfRH2B en pacientes sintomaticos y asintomaticos infectados con
P.vivax y P. falciparum respectivamente (Chuquiyauri et al., 2015; Torres et al.,

2014).

2.5.3. MSP10
La proteina MSP10, identificada por primera vez por Black et al. en P
falciparum, es una proteina de 524 aa, mientras que MSP10 de P vivax
(PvMSP10) es una proteina mas pequeiia, de 379-489 aa (Pacheco et al., 2012).
Esta proteina se caracterizada por tener 2 dominios EGF en tandem en su
extremo C terminal (Black et al., 2003, Perez-Leal et al., 2005), estos dominios
parecen estar involucrados en las interacciones entre los merozoitos y
gametocitos con sus respectivas c€lulas blanco y han sido identificados en 7
proteinas de P. falciparum (Perez-Leal et al., 2005). También posee dos regiones
hidrofobicas en los extremos N y C-terminal, un peptido sefal y un sitio de
anclaje GPI, respectivamente. La proteina se expresa durante la fase asexual de

los parasitos y se localiza en su superficie (Perez-Leal et al., 2005).

Tanto PEIMSP10 como PvMSP10 pueden inducir respuesta celular y humoral en
pacientes con malaria y la respuesta serologica se caracteriza por altos titulos
de IgG anti MSP10 (Cheng et al., 2014, Chuquiyauri et al., 2015, Giraldo et al.,

2009). Se sabe también que los anticuerpos anti PfMSP10 carecen de
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reactividad cruzada con otras proteinas MSP (Chuquiyauri et al., 2015).

Mas atn, estudios realizados por nuestro grupo identificaron la proteina
MSP10, como altamente reactiva en pacientes sintomaticos y asintomaticos con
infeccion por P. vivax y P. falciparum (Chuquiyauri et al., 2015; Torres et al.,
2014). Con estos resultados se podria sugerir que esta proteina podria funcionar

en estudios seroldgicos para identificar exposicion a malaria en poblaciones.

2.5.4. RH2B
Las proteinas homodlogas de union al reticulocito (Rh) también participan en la
union del parasito Plasmodium spp. al GR. Entre estas, las proteinas PfRH2A y
PfRH2B, pasan por un complejo proceso de clivaje durante la invasion de
merozoitos. Ademads, se ha encontrado que anticuerpos dirigidos a estas
proteinas bloquean la invasion del merozoitos al GR, demostrando su
importante funcion (Triglia et al., 2011). En un estudio previo se encontrd que
tanto las proteinas PfRH2A como PfRH2B fueron reconocidas por anticuerpos
de pacientes sintomdticos como asintomaticos (Villasis et al., 2012) Esto
mismo fue reportado en un estudio utilizando proteinarrays contra un panel de

mas de 2000 proteinas de Plasmoidium spp (Torres, et al., 2015).

2.6. Sistema de expresion de Baculovirus en células de Eucariotas
A pesar de la rapidez y facilidad de los sistemas de expresion en bacterias,
existen obstaculos para la expresion eficiente de las proteinas de Plasmodium

en este sistema como son su peso molecular generalmente alto (> 56 kDa), pH
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basico (> 6), falta de homologia con las proteinas bacterianas, insertos
especificos de Plasmodium, regiones transmembrana, péptidos sefial, puentes

disulfuro y motivos de exportacion (Victor et al., 2006).

Como alternativa, el sistema de Baculovirus que utiliza células eucariotas de
insecto para expresar proteinas recombinantes, tiene la ventaja de permitir la
produccion de proteinas recombinantes de alto peso molecular, reconocer
sefiales de orientacidon eucaridticas y poseer maquinaria post-traduccional
propia de estas células (Birkholtz et al., 2008; Victor et al., 2006). Por lo tanto,
el plegado y ensamblaje de las proteinas sintetizadas puede ser similar al
procesamiento natural en Plasmodium. De esta manera, al plegarse
correctamente, producird proteinas inmunoldgicamente activas capaces de ser
reconocidas por anticuerpos monoclonales conformacion-especificos
(Birkholtz et al., 2008). Esta caracteristica es vital si se quiere evaluar la
respuesta inmunogénica del hospedero a una proteina recombinante de
Plasmodium, como es el caso de potenciales marcadores serologicos. Mas atin,
se ha demostrado que las células de insecto expresan proteinas de Plasmodium
que conservan epitopes conformacionales y provocan respuestas de anticuerpos
IgG especificos (Leung et al., 2004; Barford et al., 2007). Diversos estudios
demuestran que el sistema de expresion con Baculovirus es capaz de expresar
correctamente proteinas de P. falciparum que, bajo el sistema de E. coli, fue
imposible por la aparicion de cuerpos de inclusion (Mehlin ef al., 2006; Kost ef

al., 2005)
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Sin embargo, este sistema requiere una inversion considerable en tiempo y
recursos financieros y técnicamente es mas exigente que manipular E. coli. A
pesar de esto, el sistema de Baculovirus es una herramienta valiosa para la
expresion de proteinas de Plasmodium y representa una alternativa viable para
explorar, especialmente porque es dificil predecir qué hospedero heterdlogo

serd optimo para la expresion de una proteina especifica.
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3. JUSTIFICACION

Como ya se menciono anteriormente, la eficacia de un candidato a marcador
serologico estara condicionada al contexto en el que sera utilizado (Elliott et al.,
2014). De esta manera, a pesar de que las proteinas PvMSP1, PfMSPI,
PvMSP8, PvMSP10, PIMSP10, PfRH2B, PvAMA1 y PfGLURP han sido ya
reportadas como sero-reactivas, estos resultados dependen del escenario en el
que fueron analizadas. Dentro de los factores que definen este contexto estan:
la endemicidad de la malaria en la region geografica, los factores genéticos
asociados a los pardsitos y a los individuos de la region, la variabilidad de la
respuesta inmune entre individuos, el sistema elegido para la sintesis de las
proteinas recombinantes y el tipo de técnica utilizada en el estudio (Elliott et
al., 2014, Greenhouse et al., 2019). Por esta razon, en esta tesis se analizaron
por primera vez como marcadores de seroprevalencia en la Amazonia peruana
a las proteinas PvMSP8 y PfRH2B, junto con PvMSPI0 y PfMSP10
previamente evaluadas por nuestro grupo (Carrasco et al., 2017). Ademas, este
analisis se realiz6 en un sistema multiplex con tecnologia Luminex®, el cual
permitio el estudio en conjunto con las proteinas PvMSP1, PEIMSP1, PvAMA1
y P{GLURP, las cuales ya han sido utilizadas como seromarcadores

referenciales en esta region (Rosas-Aguirre ef al., 2015)

En primera instancia, la evaluacion de las proteinas se realizd mediante la
técnica de ELISA con sueros controles positivos y negativos de pacientes de la
region Amazonica para determinar si efectivamente estas proteinas son sero-

reactivas. Una vez comprobada la antigenicidad de las proteinas recombinantes,
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estas fueron evaluadas como posibles marcadores de seroprevalencia. Para este
objetivo, se utilizo muestras de sueros obtenidos mediante barrido poblacional
de dos comunidades del departamento Loreto, con diferentes niveles de
trasmision de malaria, mediante un ensayo de Luminex® Multiplex. Con esto
se espera determinar si existe una respuesta de anticuerpos IgG diferencial
especifica contra las proteinas obtenidas por diferentes sistemas de expresion,

para establecer los mejores marcadores seroldgicos para nuestra region.
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4. HIPOTESIS

La respuesta especifica de anticuerpos IgG contra las proteinas recombinantes
rPvMSPS8, rPvMSP10, rPfMSP10 y rPfRH2B es mayor en pacientes expuestos
a la infeccion por P. falciparum y P. vivax, en comparacion con los no expuestos
a la infeccion, en poblaciones de la Amazonia peruana con diferentes niveles de
transmision de malaria siendo de utilidad como parte un panel de

seromarcadores epidemioldgicos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la seroreactividad de las proteinas recombinantes rPvMSP8, y

rPfRH2B en conjunto con los marcadores seroldgicos rPvMSP10, rPfMSP10 y

de referencia rPvMSP1, rPfIMSP1, rPvAMA1 y rPfGLURP como potenciales

nuevos seromarcadores de malaria para la Amazonia peruana.

5.2. Objetivos especificos

Expresar y purificar las proteinas rPvMSP8 y rPfRH2B mediante un
sistema de Baculovirus en células de insecto.

Evaluar la seroreactividad de las proteinas rPvMSP1, rPfMSP1, rPvMSPS,
rPvMSP10, rPfMSP10, rPfRH2B, rPvAMA1l y rPfGLURP mediante
ensayos de ELISA en muestras de pacientes controles positivos y
negativos.

Estandarizar el ensayo de Luminex® Multiplex y evaluar los niveles de
anticuerpos IgG especificos contra las proteinas rPvMSP1, rPfMSP1,
rPvMSPS, rPvMSP10, rPfMSP10, rPfRH2B, rPvAMA1 y rPfGLURP en
sueros de pacientes provenientes de barridos poblacionales en las
comunidades de Cahuide y Lupuna,.

Determinar la relacion de los niveles de anticuerpos IgG especificos
contra las proteinas rPvMSP1, rPfMSP1, rPvMSP8, rPvMSPI10,
rPfMSP10, rPfRH2B, rPvAMA1 y rPfGLURP con exposicidon a malaria,
edad/ sexo de los pacientes, historial de episodios de malaria previa y a su

contexto de trasmision como seromarcadores en la Amazonia peruana.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefio del estudio

La primera etapa de este estudio, la cual comprendio la produccion de proteinas
en un sistema de Baculovirus, tuvo un disefio de tipo descriptivo experimental.
La segunda etapa, en la cual se evaluo la respuesta serologica de las proteinas
producidas en conjunto con antigenos previamente estudiados en un ensayo
multiplex, tuvo un disefio de tipo transversal con muestras obtenidas mediante

un barrido poblacional.

Los pacientes fueron enrolados en Agosto y Setiembre del 2012 y se realiz6 una
toma de muestra de sangre en papel filtro luego de firmar el consentimiento
informado para realizar el diagnoéstico de malaria por PCR. En modo de
seguimiento, se les realizdo una segunda toma de sangre en papel filtro en
diciembre del 2012. Las muestras de sueros, para la evaluacion de anticuerpos
IgG especificos, fueron recolectadas en Enero de 2013 en un barrido
poblacional llevado a cabo por el proyecto “Amazonian International Center of
Excellence for Malaria Research” (ICEMR-Amazonia). Se colect6 previa firma
de consentimiento o asentimiento informado, mediante venopuncion, 6mL de
sangre para adultos y 3mL para los nifos, en tubos EDTA. Una vez obtenidas,
las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm para separar el suero y paquete

globular. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su procesamiento.

Como criterios de inclusion, se consideraron a todos los pacientes que hayan
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firmado consentimiento o asentimiento informado y que cuenten con

diagnostico por PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR). El qPCR utilizado

tuvo como blanco el gen ribosomal, subunidad menor 18S (rRNA.18S)

(Mangold et al., 2005) Bajo estos criterios, se consideraron un total de 421

muestras de suero (257 de Cahuide y 164 de Lupuna).

En este estudid, se considerd como individuos expuestos a Plasmodium spp. a

todos aquellos que hayan tenido resultados positivos de diagndstico por qgPCR

en cualquiera de las tomas de muestra de sangre (agosto o setiembre del 2012,

diciembre 2012 y enero 2013)

EVALUACION DE EVALUACION COMO
PROTEINAS A EVALUAR SEROREACTIVIDAD MARCADORES SEROLOGICOS
Producidas en sistema de Estandarizacién de Estandarizacidn de ensayo
expresion en Baculovirus ensayo de ELISA de Luminex Multiplex
PvIMSPE
PfMSP10* ¥
PfRH2B Evaluacion Evaluacién de sueros de
] _ seroreactividad de barrido poblacional
Producidas en diferentes proteinas con sueros
sistemas de expresion controles Cahuide n=257
PVMSP1* Controles Positivos Lupuna n=164
PvAMAL* n=40
PvMSP10* Controles Negativos
PfMSP1* n=40
PfGLURP*

Figura N°02. Flujograma de disefio de estudio. *Proteinas sintetizadas comercialmente.

6.2. Poblacion de estudio y muestra

Se trabajé con dos grupos muestrales; un primer grupo de muestras para

determinar si las proteinas expresadas en un sistema de Baculovirus, PvMSP8
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y PfRH2B, efectivamente generaban una reaccion con anticuerpos IgG
diferencial entre pacientes sanos y pacientes infectados con Plasmodium spp.
mediante ensayos de ELISA, y un segundo grupo de muestras para probar el
conjunto de proteinas, PvMSP1, PvAMAI1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSPI,
PfGLURP, PfIMSP10 y PfRH2B, como potenciales marcadores serologicos para

la Amazonia peruana en un ensayo multiplex.

De esta manera, para la determinacion de niveles de anticuerpos IgG especificos
contra las proteinas recombinantes PvMSP8 y PfRH2B, se utilizaron sueros
controles positivos de pacientes de Loreto, Perti, con infeccién aguda por P.
vivax (n=40) y P. falciparum (n=40), respectivamente, determinadas por qPCR.
Estas muestras fueron recolectadas en un estudio previo (SIDISI: 57459).
Ademas, se utilizaron 40 muestras de individuos sanos, conformados por 20
muestras de una zona endémica de malaria (Loreto, Pert) y 20 muestras de

individuos sin historial de haber viajado a zona endémica de malaria.

Para el estudio de potenciales seromarcadores, se trabajo con muestras de suero
provenientes de dos comunidades de Loreto; Cahuide y Lupuna (Fig. N°03). La
comunidad de Cahuide, se encuentra en el distrito de San Juan Bautista a 60
Km al sur de la ciudad de Iquitos, en la interseccion de la carretera Iquitos-
Nauta y el rio Itaya y estd conformada por las localidades de 12 de Abril,
Cahuide y La Habana, donde su principal actividad econémica es la produccion
de palma aceitera. La transmision de malaria en esta comunidad tiene un patron

heterogéneo y ha presentado una disminucion desde el ano 2011 (Carrasco et
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al., 2017).

La segunda, Lupuna, es una comunidad rivereiia del rio Nanay, para la cual la
unica via de acceso es por transporte fluvial a 10 Km de la ciudad de Iquitos.
Esta compuesta por tres centros poblados; San José de Lupuna, San Pedro y
Santa Rita y sus principales actividades incluyen el cultivo de yuca y la
produccién de carbon vegetal. La transmision de malaria en esta comunidad es

constante con picos durante la temporada de lluvias, entre los mese de

noviembre a mayo.

Loreto
Region

Punchana

San Juan
Bautista

/
/ &
[ &
g
é" Amazon
.5 River
.§0
<&
/
¢ Cahuide
-,-
0 5 10 15 20km
===} —

Figura N°03. Area de estudio. Las muestras del barrido poblacional fueron colectadas en las
comunidades de Cahuide y Lupuna. Los puntos azules indican las viviendas censadas. (Carrasco,

2015).

Ambas comunidades estan conformadas por una poblacion mayoritariamente

mestiza y las principales estrategias locales de subsistencia incluyen la
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agricultura, tala y quema de arboles, pesca, caza y la produccion de carbon a

pequeia escala.

6.3. Proteinas recombinantes

Ocho proteinas fueron evaluadas en este estudio como marcadores de
seroprevalencia. Las proteinas PvMSP1, PvAMA1, PvMSP10, PfIMSP1 y
PfGLURP, fueron expresadas en diferentes sistemas de expresion y donadas de
otros proyectos para ser utilizadas en esta tesis (Tabla N°01). Las proteinas
PvMSPS8 y PfRH2B (dos proteinas nunca antes evaluadas como marcadores de
seroprevalencia) fueron expresadas en un sistema de Baculovirus en células de
insecto a partir de plasmidos pFastBacDual sintetizados por la empresa
GenScript. Por altimo, la proteina PfMSP10 fue también expresada en un

sistema de Baculovirus pero de manera comercial.

Tabla N°01. Antigenos utilizados para su evaluacién como marcadores serolégicos

Antigeno Region Sistema de expresion

P. vivax

PvMSP1 Merozoite Surface Protein 1 Region Carboxilo P. pastoris

terminar 19 kDa '

PvAMA1 Apical Membran Antigen -1 Ectodominio P. pastoris

PvMSP8 Merozoite Surface Protein 8 Proteina completa Baculovirus

PVMSP10 Merozoite Surface Protein 10 Proteina completa Células Hek-293
P. falciparum

PfMSP1 Merozoite Surface Protein 1 Region N-terminal E. coli

42 kDa
R . Regién Carboxilo .

PfGLURP Glutamic Rich Protein terminal E. coli

PfMSP10 Merozoite Surface Protein 10 Proteina completa Baculovirus

PfRH2B ;%;tlculocyte Binding-like Protein Region variable Baculovirus
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6.4. Determinacion de secuencias para la sintesis de las proteinas
rPvMSP8 y rPfRH2B y disefio de Primers

En esta primera etapa, se llevo a cabo el alineamiento de las secuencias de ADN
de los genes de las proteinas PvMSP8 y PfRH2B de P. vivax y P. falciparum,
respectivamente, reportadas en los bancos de datos del “National Center for
Biotechnology  Information” de los Estados Unidos (NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para el analisis de las secuencias, se utilizaron
los software; MEGA v7.0. y el algoritmo MUSCLE. para la determinacion de
secuencias con menos polimorfismos, a ser utilizadas en la sintesis de las
proteinas recombinantes, como secuencias consenso. A partir de ellas se
disefiaron los cebadores de extension para amplificar y producir las proteinas

rPvMSP8 y rPfRH2B.

Los cebadores de extension (primers) fueron seleccionados utilizando las
herramientas de bioinformatica Primer3 y OligoAnalizer 3.1, asi mismo los
primers seleccionados fueron analizados mediante el BLAST, para revisar que
sean especificos y unicos para la secuencia y especie estudiada. Los primers se

mandaron a sintetizar a la empresa Belomed S.R.L.

Estos primers fueron utilizados en un PCR convencional utilizando ADN
aislado a partir de sangre de pacientes previamente diagnosticados por PCR
como positivos para infeccion por P. vivax y P. falciparum, para corroborar la
funcionalidad de los primers en la amplificacion de las secuencias seleccionadas

de las proteinas PvMSP8 y PfRH2B.
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Una vez corroborado la funcionalidad y especificidad de los primers para los
genes seleccionados de pvmsp8 'y pfrh2b, se realizo la estandarizacion del PCR,
para ello se trabajo con muestras de ADN de cepas referenciales Sal-1 y 3D7 de
P.vivaxy P. falciparum respectivamente. Los productos de amplificacion fueron
visualizados mediante electroforésis en gel de agarosa al 1%. Los ensayos de
PCR se llevaron a cabo utilizando la enzima Phusion™ High-Fidelity DNA

Polymerase.

6.5. Sistema Baculovirus y expresion eucariota en células de Insecto de las

proteinas rPvMSP8 y rPfRH2B

6.5.1. Disefio de los plasmidos pFastBacDual con los genes pyvmsp8 'y

pfrh2b

Seleccionadas las secuencias a utilizar de los genes pvmsp8 y pfrh2b, se
mandaron a sintetizar los plasmidos pFastBacDual de cada uno de los genes a
la empresa GenScript®, para su clonamiento en E. coli DH5a. Para este paso,
se utilizo la herramienta SnapGene para el disefio del plasmido pFastBacDual.
A cada una de las secuencias se le agregd un sitio de corte para el
reconocimiento de las enzimas de restriccion HindIll y BamHI en los extremos
amino y carboxilo terminal respectivamente, asi mismo se colocé una cola de
histidina en el extremo carboxilo terminal para su posterior purificacion.
Ademéds, se identificd en cada secuencia la presencia de péptidos senales
mediante la herramienta SignalP 4.1 y regiones trans-membrana. Al encontrarse
estos dominios, las secuencias correspondientes fueron eliminadas de la

secuencia a expresar. En este paso también se realiz6 una optimizacion de
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codones para cada una de las secuencias de las proteinas de interés.

6.5.2 Clonacion de los plasmidos recombinantes pFastBacDual-PvMSP8

y -PfRH2B en Escherichia coli DHSA

6.5.2.1 Transformacion de las bacterias E. coli DHSa con el plasmido
recombinante pFastBacDual-PvMSP8 y -PfRH2B

Se utiliz6 la cepa E. coli ElectroMAX™, DHS5a-E™, para la electro-

transformacion fueron utilizados 80 pL de las células electrocompetentes y

50pg para cada uno de los plasmidos recombinantes pFastBacDual-PvMSPS8

y —PfRH2B, las condiciones de electroporacion fueron de 2.0 kV.

Una vez electroporadas, las células se transfirieron a un 1 mL de medio stper
optimo con represion de catabolitos (S.0.C por sus siglas en ingles) y fueron
incubadas en agitacion a 225 rpm a 37°C durante 1 hora. Pasada la incubacion
se realizaron tres diluciones seriadas de la muestra (1:10, 1:100 y 1:1000) con
medio S.O.C para ser sembradas en placas de agar Luria Bertani (LB) con

ampicilina (100 pg/mL). Las placas fueron incubadas durante la noche a 37°C.

Como control positivo de transformacion 4uL del plasmido pUC19 a una
concentracion final de 40 pg/pL. Como control negativo de transformacion se

utilizo las células no electroporadas a una dilucion 1:5.

Una vez terminado el periodo de incubacion, se selecciond colonias definidas y

se sembrd una colonia por picadura en tubos con 3 mL de LB con ampicilina
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100 pg/mL y se llevaron a incubacién en agitacion a 225 rpm a 37°C por 24

horas.

6.5.2.2 Purificacion de plasmidos recombinantes pFastBacDual-
PvMSP8 y -PfRH2B
Cada una de las colonias aisladas de E. coli DH5a transformadas con los
plasmidos recombinantes pFastBacDual-PvMSP8 y -PfRH2B fueron
sembradas en 3mL de medio LB con ampicilina (100pg/mL). Estos cultivos
fueron utilizados para la extraccion de cada uno de los plasmidos
recombinantes. Se realizo la extraccion haciendo uso del kit “High Pure
Plasmid Isolation” (ROCHE®), siguiendo las indicaciones del fabricante con

algunas variaciones descritas a continuacion.

Los cultivos fueron centrifugados a 2000g por 30seg, se descartd el
sobrenadante. El precipitado obtenido fue resuspendido en 250uL de Buffer de
suspension y 250ul de buffer de lisis y se incubaron por 15min a temperatura
ambiente. Una vez pasado el tiempo de incubacidn, se adiciond 350uL de
“Binding Buffer” y se incubd por 5 min en hielo para luego ser centrifugado a
450g por 10min. Los sobrenadantes obtenidos fueron transferidos a los filtros
“High Pure Filter Tube”, se centrifugaron a 450g por 60seg y se descarto el
liquido filtrado. Se realizaron dos lavados con 700uL de Buffer de lavado
mediante centrifugacion a 13000g por 1min. Por ultimo, se realiz6 una elucion
del plasmido purificado con 100uL Buffer de Elucion centrifugandose los tubos

a 13000g por 1min.
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Los plasmidos purificados fueron cuantificados por fluorometria (Qubit) y
visualizados en un gel de agarosa al 1%. Las 2 muestras con las concentraciones
mas altas fueron enviadas a secuenciar la empresa MacroGen® para verificar
que las secuencias de los genes se encuentren sin alteraciones y en el correcto

marco de lectura.

6.5.3 Transformacion de las bacterias “Max Efficiency™ E. coli
DH10Bac™”, con los plasmidos recombinantes pFastBacDual-
PvMSP8 y -PfRH2B

Para la transformacion de las bacterias “Max Efficiency™ E. coli DH10Bac™”,

se agregd 1 pL del pldsmido pFastBacDual recombinante (50ng/ul) en 100ul

de bacterias a fin de obtener una concentracion final de 50 ng, se homogenizo

suavemente y se incub6 por 30 minutos en hielo.

Pasada esta etapa, la suspension fue sometida a shock térmico, colocando el
tubo por 45 seg, en bafio Maria a 42°C. Luego se incubd nuevamente por 2 min,
en hielo y se le adicion6 900uL de medio S.O.C a temperatura ambiente. La
suspension final fue puesta a incubacion a 37°C y en movimiento (225 rpm) por

4 horas.

Seguido de este periodo de incubacion se hicieron diluciones seriadas de la
muestra con medio S.0.C. (1:10, 1:100 y 1:1000). Se realiz6 una siembra por

superficie con 100uL de cada dilucion incluyendo el stock en una placa con agar
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LB + Kanamicina (50ug/mL) + Tetraciclina (10ug/mL), Gentamicina (7pg/mL)
+ X-Gal (100pg/mL) e IPTG (40ug/mL). Finalmente, todas las placas se

incubaron entre 24 a 48 horas a 37°C.

La extraccion del ADN de los bacmidos recombinantes de las bacterias
transformadas E. coli DH10Bac se realiz6 utilizando el kit “QIAGEN Plasmid
Midi Kit” siguiendo las indicaciones del fabricante. Se procedié a picar dos
colonias blancas y dos azules a partir de las placas obtenidas y se inocul6 en
SmL de medio LB que contenia cada uno de los antibidticos de seleccion:
Kanamicina (50pg/mL), Tetraciclina (10ug/mL) y Gentamicina (7pg/mL).

Estos tubos fueron incubados por 16 horas a 37 °C y en movimiento (250rpm).

Pasado el periodo de incubacion, se realizo una dilucion de 1:500 con el medio
selectivo (200uL de suspension bacteriana en 100mL de medio de cultivo LB +
ATBs). Los cultivos fueron puestos a incubacion a 37°C y en movimiento a 225
rpm por 12 a 16 horas para luego proceder con la extraccion del ADN del

bacmido.

Cada uno de los ADN de bacmido obtenidos fueron conservados a -80°C los
cuales posteriormente fueron corridos en un gel de agarosa al 0.5% a fin de

corroborar su integridad.

6.5.4 Cultivo en suspension de células de insecto de Spodoptera

frugiperda Sf9
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Se descriopreservo células Sf9, estas fueron lavadas por centrifugacion con
medio “SfO00™ III SFM” por 15 min a 1250g. El precipitado celular se
resuspendié suavemente para realizar el conteo celular en una Camara de
Neubauer (NB) utilizando azul de tripan, para determinar el porcentaje de

viabilidad (%V) de las células.

Para la suspension de células Sf9, se recomienda una densidad celular de 3 x
10° cell/mL y un volumen maximo de cultivo de 30 a 50mL para un matraz de
125mL teniendo en cuenta estas indicaciones; la totalidad de las células
obtenidas fueron cultivadas en 30mL de medio “Sf900™ III SFM” en un matraz
de 125mL. Esta suspension se llevo a incubacion a 27°C con agitacion a 150rpm

por 4 dias.

6.5.5 Transfeccion de las células de insecto Sf9 con los bacmidos
recombiante para las proteinas PvMSP8 y PFRH2B

Al dia 4 del cultivo de las células Sf9, se obtuvo una densidad celular de
1.55x10%¢l/mL con una viabilidad del 95.4%. Estas células se utilizaron para
la transfeccion con los bacmidos recombinantes para cada proteina. En una
placa de 6 pocillos para cada proteina, se cultivaron 2x10° células/pocillo por
I5min a temperatura ambiente para permitir que las c€lulas se adhieran a la
placa.

Luego de preparar las diluciones de los bacmidos, estas fueron adicionadas a
108uL de “Cellfectim™ II” con un volumen final de 210uL y se incub6 por

30min a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacion, la mezcla de
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bacmido y Cellfectim se adiciond gota a gota a los pocillos correspondientes y
se incubaron a 27°C por 3 horas. Por ultimo, se aspird el sobrenadante de cada
pocillo y se agregd 2mL de medio SFOO0™II SFM suplementado con suero fetal

bovino (SFB) al 10%. Las placas fueron incubadas por 96 horas a 27°C.

Con el objetivo de corroborar la transfeccion de las células con los bacmidos
recombinantes para las tres proteinas, se realizd el procesamiento de los
cultivos. Se cosecho el contenido total de cada pocillo y se centrifugd a 900g
por 10min. El sobrenadante, conteniendo el P1 de Baculvirus, se le agregd 2%
de suero fetal bovino y se almacenaron a -80°C. El P1 de Baculovirus se utiliz6
posteriormente para la produccion del stock de Baculovirus. Al precipitado
celular obtenido se le adiciond 50uL de buffer de Lisis (Tris SOmM pH7.7, NaCl
300mM, Glicerol 0.5%, PMSF 0.2mM, Triton X-100 0.1%), se homogenizo por
10min a fin de lisar todas las células y se incubd por 20min a -20°C. Luego, los
tubos fueron centrifugados por 10min a 3300g a 4°C. Tanto el precipitado como
el sobrenadante fueron almacenados a -80°C. La produccion de las proteinas
recombinantes PvMSP8 y PfRH2B se evalu6 mediante una corrida
electroforética en gel de poliacrilamida y Western Blot con anticuerpos anti-
His. “Monoclonal Anti-PolyHistidine Peroxidase” (Conjugado Anti-His) a una
concentracion 1:1000 y se incub6 por 4 horas en movimiento a temperatura
ambiente. Las membranas se lavaron 4 veces con solucion de lavado (Buffer
fosfato salino (PBS) Tween20 0.01% pH7.5) por 5 min en movimiento. Se
revelaron con sustrato “SigmaFast™ DAB” hasta observar las bandas. La

reaccion se detuvo con agua destilada.
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6.5.6 Amplificacion del stock de los Baculovirus recombinantes para las
proteinas PvMS8 y PfRH2B.

Luego de 96 horas de cultivo de las células Sf9 con cada uno de los bacmidos

PvMS8 y PfRH2B, se colectd el sobrenadante que contiene el stock de

Baculovirus P1 y se realizd un pool de todo lo cosechado en los diferentes

pocillos. Estos stocks se almacenaron a 4°C para su posterior amplificacion.

Para la amplificacion, se realizé la infeccion de las células Sf9 como se detalla
anteriormente. Se asumi6 un titulo viral del P1 de 1x10° pfu/mL y se utiliz6 un
valor de multiplicidad de infeccion (por sus siglas en ingles MOI) de 0.1 (Life-
Technologies, 2015). Con esto, se calculd que el indculo requerido fue de
0.2mL. Las células fueron incubadas luego de la infeccién por 48h a 27°C. El
sobrenadante se centrifugo a 500g por 5min y se almacend el sobrenadante

resultante conteniendo el stock de Baculovirus P2 a 4°C.

6.5.7 Cuantificacion del stock de Baculovirus recombinante PvMSS8 y
PfRH2B

Para la cuantificacion del stock de Baculovirus P2 se realiz6 un ensayo de placa.

Placas de 6 pocillos fueron utilizados, se cultivaron 2mL de células Sf9 a una

concentracion de 5x10°células/mL y se incubaron por 1 hora para permitir que

se adhieran. Ademas, se realizaron 6 diluciones seriadas (102 a 1077) del stock

viral P2 de cada una de las 3 proteinas. Finalizada la incubacion, se retird el

sobrenadante y se agregdé ImL de cada una de las 6 diluciones al pocillo
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correspondiente y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente. Una vez
terminado el proceso de infeccion, se removiod el sobrenadante de cada pocillo
y se agregd 2mL de medio Sf900™II con 1% de agarosa y se dejo gelificar para
luego ser incubadas a 27°C de 5 dias o hasta observar formacion de placas, las

cuales se observan como zonas redondeadas libres de células.

La determinacion del titulo viral del indculo se realizo utilizando la siguiente

formula:

1 1
PFU/mL del Stock = X X N° de Placas

Factor de Dilucion ~ mL de Inodculo/placa

6.5.8 Evaluacion de la multiplicidad de infeccién y el tiempo de infeccion
para la expresion de las proteinas recombinantes PvMSPS8 y
PfRH2B

Para determinar las condiciones Optimas de infeccion; cantidad de virus

necesario para la infeccion de las células de insecto Sf9 (MOI) y el tiempo

necesario para la infeccion (TOI), se siguieron las recomendaciones del manual

“Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System” (Life- Technologies, 2015), se

evaluaron los MOIs de 0.1, 0.5 y 1 y TOIs de 2, 3 y 4 dias para cada proteina.

Los ensayos de infeccion se realizaron como se detallan mas arriba, utilizado
los MOIs y TOIs recomendados. Al dia 2, 3 y 4 se cosecharon los cultivos e
inmediatamente se realiz6 la extraccion de proteinas. Todas las muestras fueron

almacenadas a -80°C. Una vez obtenidos todos los lisados celulares se realizd
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la evaluacion de la produccion de proteinas recombinantes mediante
electroforésis en gel de poliacrilamida y ensayo de Western Blot con anticuerpos

anti-PoliHis.

6.5.9 Escalamiento del sistema de produccion y purificacion de las
proteinas recombinantes PvMSP8 y PfRH2B

En un frasco estéril conteniendo 170mL de medio de cultivo, se coloco 1.7 x

108 células Sf9 (1 x 10 cells/mL). Luego se adiciond el indculo viral con los

MOI determinados en el paso anterior para cada proteina (Figura N°06).

Se procedid a instalar el sistema de purificacion y a preparar los buffers para
este sistema recomendados por la casa comercial (Tabla N°02). Una vez
instalado, se procedio a equilibrar los cartuchos con 25mL de Buffer de lavado
1 y se dejo fluir a una velocidad de 2 mL/min. Luego se hizo pasar la muestra
(muestra resultante del centrifugado de la extraccion de proteinas) y se
colectaros fracciones de 2mL. Cada fraccion obtenida en este paso se etiquetd
proteina no unida. Se realizé un primer lavado del cartucho con 30 mL de buffer
de lavado 1 y se dej6 fluir a la misma velocidad colectando de igual manera
fracciones de 2mL. Estas fracciones se rotularon como Lavado 1. Luego se
realiz6 un segundo lavado con 30 mL de buffer de lavado 2 colectando

nuevamente fracciones de 2mL. Cada microtubo se etiquetdé como Lavado 2.

Tabla N°02. Composicion de los Buffers para el Sistema de purificacion Bio-Scale™
Mini Profinity™ IMAC Cartridges — BioRad
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Buffer KCl K2PO4 Imidazole

Buffer de
lavado 1 300mM/ 22.37g 50 mM/ 6.8¢g 5mM /0.34g
Buffer de
lavado2 300mM/ 22.37g 50 mM / 6.8¢g 10 mM / 0.68g
Buffer de

. r 300mM/ 22.37¢g 50 mM / 6.8¢g 250 mM / 17.02g
Elucion

Finalmente, las proteinas recombinantes fueron eluidas con 50mL de Buffer de
Elucioén, colectandose fracciones de 2mL, todas las fracciones colectadas fueron
almacenadas en frio. Para evaluar la pureza e integridad de las proteinas
recombinantes, se realizé una electroforésis a 10% SDS-PAGE, utilizando Sul
de cada fraccion, estas fueron resueltas en la electroforesis, seleccionandose las
fracciones que presentaban una mayor presencia y pureza de la proteina

recombinante purificada.

6.5.10 Concentracion y cuantificacion de las proteinas recombinantes
PvMSP8 y PIRH2B purificadas a homogeneidad
Se seleccionaron todas las fracciones conteniendo una mayor cantidad y pureza
de la proteina recombinante, se concentro utilizando un sistema de filtracion por
centrifugacion (Amicon® Ultra-15, Merck) de la siguiente manera: Antes de su
uso, el filtro fue hidratado con 15 mL de agua ultra pura (MilliQ),
centrifugdndose a 5000g por 10 min. Luego las fracciones seleccionadas fueron
afiadidos al filtro (volumen maximo 15mL), se centrifugé a 5000g por 20
minutos, colectandose la proteina recombinante concentrada, que fue corrida en
un gel 10% SDS-PAGE a fin de evidenciar el resultado del proceso, finalmente
la concentracion de la proteina recombinante concentrada , fue determinada por

fluorometria (Qubit™, Invitrogen™) .
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6.6 Evaluacion de la seroreactividad de proteinas recombinantes PvMSP1,
PfMSP1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10, PfRH2B, PvAMAIl vy
PfGLURP mediante ensayos de ELISA

Una vez obtenidas las proteinas recombinantes PvMSP8 y PfRH2B mediante

un sistema de expresion en células de insecto, se procedid a realizar la

estandarizacion del ensayo de ELISA probando diferentes concentraciones de
antigenos fijados en placa, diferentes diluciones de sueros y de anticuerpo
conjugado anti-IgG. Una vez determinados las condiciones Optimas se
realizaron los ensayos de ELISA con las muestras de sueros de controles

positivos para infeccion por P. vivax y P. falciparum, respectivamente, y

controles negativos endémicos y no endémicos. Con algunas variantes

detalladas a continuacion, se realizé el mismo procedimiento para las proteinas

PvMSP1, PvAMALI, PvMSP10, PIMSP1, PfGLURP y PfIMSP10.

Este ensayo se utilizd para determinar si las proteinas sintétizadas son
reconocidas por anticuerpos circulantes de pacientes infectados, buscando

diferencias significativas con los sueros de pacientes controles negativos.

6.6.1 Estandarizacion de ensayo de ELISA para las proteinas
recombinantes PvMSP1, PfMSP1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10,
PfRH2B, PvAMA1 y PfGLURP

Para medir los niveles de IgG especificos, en la estandarizacion de ELISAs, con

las proteinas PvMSP8 y PfRH2B se probaron tres concentraciones de antigeno,
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0.001mg/mL, 0.005mg/mL y 0.0lmg/mL en PBS 0.1M, pH 7.4. Se colocaron
100uL a la placa (Costar® High Binding) y se incub6 toda la noche a 4°C.
Luego se lavd y se bloqued con 200ul de PBS 0.1% BSA por 1 hora a
temperatura ambiente. Se utilizaron 2 sueros controles positivos y un pool de
sueros positivos de pacientes confirmados por PCR y con resultados previos de
Densidad Optica (DO) positivos altos para otros antigenos en ELISA con
infeccion por P. vivax (Pool (+) Pv, PV26 y PV36) vy P. falciparum (Pool(+)Pf,
S27 y S31), un pool de sueros negativos de individuos sin historias previas de
viaje a zonas endémicas de malaria y un suero control de negativo de zona
endémica. Todos los sueros se probaron a 3 diluciones: 1/100, 1/400 y 1/500
diluidos en solucion AB (0.15 M NaH,PO* 0.15 M Na,HPO4, 0.5 M NaCl;
0.05% Tween 20, 0.05% BSA, 1.5% leche descremada) y se incubaron por 1
hora a temperatura ambiente. La placa se lavo 4 veces con solucion AB y se
probaron dos concentraciones del conjugado IgG anti-Humano con HRP
(Jackson Immuno Research®) 1/1000 y 1/2000. Se incubd una hora a
temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con PBS Tween 0.05% para agregar
el sustrato de revelado 3,3',5,5'- tetrametilbenzidina (TMB), se permitid
reaccionar por 7 minutos y se paro la reaccion con 50 uL de HCL 0.25M. Todos

los sueros se probaron en duplicado.

En el caso de las proteinas PvMSP10 y PfIMSP10, el ensayo de ELISA con el

protocolo descrito ya fue estandarizado en proyectos anteriores.

Las proteinas PvMSP1, PvAMA1, PfMSP1 y PfGLURP, expresadas en

40



diferentes sistemas, ya han sido probadas y estandarizadas en ensayos de ELISA
con diferentes protocolos en nuestro grupo de investigacion. Sin embargo, para
que los resultados fueran comparables con las proteinas sintetizadas como
objetivos de esta tesis, se realiz6 una estandarizacion para ser utilizadas con el
protocolo detallado mas arriba. Para esto, se probaron las proteinas con tres
concentraciones para ser fijadas en las placas, 0.0005 mg/mL, 0.001 mg/mL y
0.002 mg/mL y tres diluciones seriadas de sueros; 1/100, 1/200 y 1/400 con tres
controles positivos para infeccion por P. vivax y P. falciparum, respectivamente

y tres controles negativos.

En un segundo ensayo de estandarizacion, se prob6 una curva de diluciones
seriadas de sueros para determinar la concentracion 6ptima de las muestras para
trabajar con cada una de las proteinas. Las diluciones utilizadas, tanto para los
controles positivos como para los negativos, fueron de 1/50, 1/100, 1/200,

1/400, 1/800, 1/1600 y 1/3200.

6.6.2 Evaluacion de la seroreactividad de proteinas recombinantes
PvMSP1, PfMSP1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10, PfRH2B,
PvAMA1 y PfGLURP mediante ELISA con sueros controles

Luego de estandarizar los ensayos de ELISA para IgG especificos contra las

proteinas recombinantes, se procedid a correr las muestras de suero colectadas

de pacientes positivos a P. falciparum 'y P. vivax por PCR y controles sanos para
determinar si existe reactividad y diferencias entre la respuesta humoral contra

los antigenos estudiados entre los grupos de estatus clinico.
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Se incubaron las placas a 4°C durante toda la noche con 100uL por pozo de las
proteinas diluidos en PBS (0.1 M, pH 7.4) a una concentracion de 0.0005mg/mL
para PvMSP1, PvAMA1, PvMSP8, PvMSP10, PfGLURP y PfMSPI10, y
0.001lmg/mL para PvMSP10 y PfMSPI1. Se trabajaron todos los sueros por
duplicado. Al dia siguiente se lavo una vez con PBS-T, se agregd la solucion de
bloqueo y se incubd por una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas
con PBS-T 3 veces y se colocaron los sueros a una dilucion 1/400 diluidos en
solucion AB y se dejo incubar por una hora a temperatura ambiente. Las placas
se lavaron 4 veces con solucion PBS-T y se adiciono el conjugado para IgG
(dilucién 1/2000 v/v en solucion AB) y se incubd a temperatura ambiente
protegidas de la luz. Se lavaron 3 veces con soluciéon AB y se revelaron con
TMB por 7 minutos. La reaccion se pard con 50uL de HCL 0.25M y se leyo
inmediatamente en un lector de placas a una longitud de onda de 450nm. Cada
placa incluyo dos sueros controles positivos por PCR para infeccion por P,
falciparum probados anteriormente en la estandarizacion, un control negativo,
un control de placa sin antigeno fijado ni suero y un blanco con antigeno fijado
en la placa, pero al que no se le coloco suero alguno. El punto de corte para
determinar un suero como positivo se definid por dos veces la desviacion

estandar del valor de OD de los controles negativos
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6.7 Ensayo LUMINEX multiplex con las proteinas recombinantes
PvMSP1, PfIMSP1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10, PfRH2B, PvAMA1
y PfGLURP
El ensayo de Luminex multiplex permite la deteccion de anticuerpos contra
multiples antigenos en sueros de pacientes en un solo pocillo, dando como
resultados la respuesta individual a cada antigeno evaluado. De esta manera,
hace posible un analisis mas eficiente utilizando cantidades minimas de suero y
reactivos. Mas aun, el rendimiento de Luminex, ha sido reportado como
comparable con ensayos de ELISA para la medicion de anticuerpos, citoquinas
y otros componentes bioldgicos en una variedad de enfermedades (Elshal, 2006;
Kingsmore, 2006; Moncunill, 2014). Entre otros de las ventajas que presentan
los ensayos de Luminex, tenemos también 1) un rango dindmico mas amplio,
que suele ser superior a tres 6rdenes de magnitud, pero que dependerd de la
seleccion correcta del anticuerpo secundario; 2) una cinética dptima, debido al
movimiento constante de las esferas en suspension, lo que facilita que ocurran
las reacciones y que se den de manera mucho mas rapida en comparacion con
la cinética en fase sélida; y 3) la reduccion de uniones no especificas, como
resultado de la conjugacion de las proteinas en donde se incluyen agentes

bloqueantes y pasos de activacion (Elshal, 2006; Kingsmore, 2006; Luminex).

6.7.1 Union covalente de las proteinas recombinantes PvMSP1, PfMSP1,
PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10, PfRH2B, PvAMA1 y PfGLURP a
las perlas magnéticas

El primer paso para empezar la estandarizacion de este ensayo, es la union de
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las proteinas recombinantes a esferas magnéticas internamente coloreadas que
permiten la deteccion diferenciada de respuesta a diferentes antigenos. Este
acoplamiento se da por medio de union covalente del grupo carboxilo de las

esferas con el grupo amino de las proteinas de interés.

Se trabajo con las perlas magnéticas (MagPlex® -C Microspheres. Luminex
Corp.) en una concentracion stock de 1.25x10” perlas/mL y el acoplamiento con
las proteinas se realizd utilizando el kit Bio-Plex® COOH Beads Amine
Coupling (Bio-Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes de
empezar a trabajar, las perlas fueron agitadas rigurosamente en un vortex por
30seg y sonicados por 30 seg. Se tomo 100uL del stock para trabajar con
1.25x10° perlas para el acoplamiento de las proteinas y se coloco en un rack
magnético por aproximadamente 1 min o hasta observar que las perlas se hayan
agregado y se descartd el sobrenadante. Luego, se agregd 100ul del buffer de
lavado proporcionado por el kit y se volvid a colocar los viales en el rack

magnético para decantar el sobrenadante.

Las esferas fueron resuspendidas en 80uL de Buffer de activacion y se agitaron
vigorosamente en un vortex por 30seg. Inmediatamente antes de ser usadas, se
prepararon las soluciones de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida)
(EDC) y de N-hidroxisulfosuccinimida (S-NHS) a 50mg/mL cada una en agua
MiliQ estéril. Se agreg6 10uL de la solucion de S-NHS y 10 pL de la solucion
de EDC a cada vial y se incubd por 20min protegidos de la luz en un rototorque.

Después de la incubacion, se realizaron dos lavados con 150uL de PBS pH 7.4
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y se resuspendieron las esferas en 100uL de PBS. Las proteinas fueron
agregadas segun las cantidades indicadas mas adelante en la etapa de
estandarizacion y se ajustd a un volumen final de 500uL con PBS. Los viales
fueron incubados protegidos de la luz a 4°C durante toda la noche en
movimiento. Pasada la incubacion, se colocaron los viales en el rack magnético
para descartar el sobrenadante y se lavo con 500uL de PBS. Las perlas con las
proteinas acopladas fueron resuspendidas en 250uL de Buffer de bloqueo y se
incubaron en agitacion por 30min protegidas de la luz. Luego, las esferas fueron
lavadas con 500uL de buffer de almacenamiento. Finalmente, las perlas
acopladas se resuspendieron en 150uL de buffer de almacenamiento y se

conservaron a 4°C protegidas de la luz hasta su uso

6.7.2 Estandarizacion de un ensayo Luminex multiplex con las proteinas
recombinantes PvMSP1, PfMSP1, PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10,
PfRH2B, PvAMA1 y PfGLURP

Una vez obtenidos las perlas ya unidas covalentemente a cada una de las

proteinas recombinantes en diferentes concentraciones se procedido a la

estandarizacion del ensayo de Luminex multiplex. Para esto, se determind la
concentracion adecuada de proteinas para ser acoplada a las perlas. Las
concentraciones Optimas para cada proteina se definieron experimentalmente en
funcion de la reactividad de cada una a una curva estandar hecha de un “pool”
de sueros de pacientes con infeccion activa por P. falciparum y P. vivax,
respectivamente determinados por PCR. Con esto, se busco conseguir que cada

analito tuviera un rango dinamico amplio y lineal, de modo que la fluorescencia
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de cualquier muestra experimental caiga dentro del rango dindmico del ensayo.
Posteriormente, en el ensayo con muestras del barrido poblacional, se incluy6
en cada placa dos curvas, una para P. vivax y otra para P. falciparum de
diluciones de estos sueros utilizados en la estandarizacion. Este enfoque permite
no solo aumentar la capacidad de rendimiento combinando proteinas de
antigenicidad diferente en la misma matriz y trabajarlas juntas en la misma
diluciéon de muestra, sino también reducir significativamente la cantidad de
proteinas necesarias para todo el estudio y normalizar los resultados entre

placas. Las cantidades probadas para cada proteina se detallan en resultados.

Las perlas acopladas con las proteinas recombinantes fueron probadas en un
ensayo de Luminex con un “pool” de siete sueros positivos y un “pool” de siete
sueros negativos previamente probados en los ensayos de ELISA detallados

anteriormente. En esta etapa, cada perla se trabajé por separado.

Se realizaron diluciones seriadas del “pool” positivo desde 1/50 a 1/102400 y
una dilucidon de 1/100 para el suero control negativo diluidas en buffer PBT
(PBS pH 7.4, 1% BSA, 0.05% Tween) en un volumen final de 50puL. También
se considerd un blanco con solo buffer PBT para cada una de las perlas. Las
muestras fueron agregadas a las placas (Bio-Plex Pro™ Flat bottom Plates) y se
le adicion6 0.1uL de perlas a cada pocillo llevando a un volumen final de 100pL.
en buffer PBT. Las placas fueron incubadas por 30min a temperatura ambiente
protegidas de la luz y en movimiento constante. Pasado el tiempo de incubacion,

se realizaron 3 lavados con buffer PBT y se utilizé una placa magnética para
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decantar el sobrenadante. El anticuerpo secundario anti — IgG 1mg/mL (donkey
F(ab’)2 anti-human IgG Fc R- PE, Jackson Immunoresearch) se diluyé en 1/100
y se agreg6 100uL a cada pocillo y se dejo incubar protegido de la luz por 15min
en movimiento. Finalmente, se realizaron tres lavados con buffer PBT y las
muestras fueron resuspendidas en 100uL de buffer PBT y se dejo incubar por
Smin protegidos de la luz en movimiento antes de su lectura. Las placas fueron
leidas en un equipo Luminex® 200™ proporcionado por el Dr. Victor Neyra
del Laboratorio de Histocompatibilidad y Biologia Molecular, del Hospital
Cayetano Heredia. Se consider6 un conteo de 50 perlas por analito y los
resultados se obtuvieron como Intensidad de Fluorescencia Media (MFI por sus

siglas en ingles).

6.7.3 Evaluacion de las proteinas recombinantes PvMSP1, PfMSP1,
PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10, PfRH2B, PvAMA1 y PfGLURP
como posibles marcadores de transmision

Para determinar si las proteinas recombinantes podrian ser utilizadas como

marcadores serologicos para medir la transmision de malaria en la Amazonia

peruana, se utilizaron 421 sueros de un barrido poblacional de dos comunidades
de la region de Loreto; 258 de Cahuide y 163 de Lupuna. Estos sueros fueron
analizados mediante un ensayo multiplex de Luminex con las ocho proteinas
recombinantes utilizando el protocolo detallado en el punto 3.9.2. Cada una de
las placas incluyd dos curvas de sueros positivos, una para P. vivax y una para
P. facilparum, un blanco y un “pool” de sueros negativos, estos dos ultimos

como controles de placas trabajados en duplicado. El equipo utilizado para estos
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ensayos fue un Magpix® (Luminex™) proporcionado por el Dr. Domingo

Gonzalo del instituto PATH (Seattle, USA).

6.8 Plan de analisis

Ya que los niveles de anticuerpos en sueros no tienen una distribucion normal,
se utilizara para el andlisis estadistico la prueba no paramétrica Mann-Whitney
U test para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos de

estatus clinico y controles negativos.

Para el caso del estudio de las proteinas como marcadores de exposicion en un
ensayo Luminex multiplex, se utilizé una curva de diluciones seriadas de sueros
positivos en cada placa para ser utilizada como curva estandar para realizar una
cuantificacion relativa de los sueros probados. Este andlisis serd posible solo
para las proteinas con las que se haya conseguido una curva con regresion
logistica de 5 parametros. El uso de estas curvas estandares nos permite también

normalizar los resultados de placa a placa.

Debido a que no se consiguid determinar la concentracion adecuada de proteina
en la union covalente a las perlas magnéticas para lograr una curva estandar
lineal, se trabajo el andlisis con los valores MFI resultante para cada antigeno
en base logaritmica para tener una distribucion normal de los resultados. Para
las comparaciones de los niveles de IgG se utilizo el test de ANOVA o T-test,
segun corresponda. Por ultimo, se realizé una regresion logistica multivariada

para determinar las variables asociadas a los titulos de anticuerpos.
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7. RESULTADOS

7.1 Analisis de secuencias de los genes pvmsp8 'y pfrh2b

El analisis se llevo a cabo para determinar las caracteristicas de las secuencias
de los genes pvmsp8 y pfrh2b a ser utilizadas para su expresion en células de
insecto. La secuencia del gen pfrh2b reportada en las base de datos del NCBI y
plasmoDB contiene 9765 bp y codifica para una proteina de 3179 aa, para la
cepa 3D7 de P. falciparum. Debido a su alto grado de homologia a la proteina
RH2a s6lo se analizd la region variable. Ademas, se realiz6 un alineamiento de
secuencias de aminoacidos de las proteinas resultantes para los genes
seleccionados en busqueda de polimorfismos, no se encontraron mayores
polimorfismos en las secuencias extraidas. Con estos analisis, se utilizd la
secuencia variable del gen pfrh2b (1998 pb), para la cepa 3D7 para la sintesis

de la proteina PfRH2B (Anexo 1).

De la misma manera, se analiz6 la secuencia del gen pvmsp8, esta codifica para
una proteina de 487 aa, para la cepa Sall de P. vivax. Se observo, mediante
analisis de secuencias para este gen reportadas en el banco de datos, que
presentan muy pocas variaciones a nivel de aminoacidos por lo que son
proteinas muy conservadas en P. vivax. Para la sintesis de la proteina

recombinante de PvMSP8 se seleccion6 el gen de la cepa Sall (Anexo N°02).
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7.2 Identificacion de las secuencias seleccionadas para los genes pvmsp8 'y
pfrh2b en muestras de aislados de parasitos P. falciparum y P. vivax de
la Amazonia peruana

Ya seleccionadas las secuencias para los genes de pvmsp8'y pfrh2b, se procedio

a determinar si efectivamente dichas secuencias se encuentran presentes en

parasitos P. vivax y P. falciparum, respectivamente, provenientes de aislados de

la Amazonia peruana. Para esto, el primer paso fue la seleccion de primers para

cada una de las secuencias. Los primers definidos se muestran en la tabla N°03.

Tabla N°03. Primers disefiados para la amplificacion de las tres proteinas de interés

Primer Forward (5'-3") Primer Reverse (5'-3")

PvMSP8 ATGAGGAAAAACGCGCAAATAGTAAT CTAGAACAGGTACAGGCACAAAAGC
PfRH2B AATGATATAAAGGATCTTGGTGATG  AATACATTTATATTGTGTGTATTCCTATA

Con estos primers, se realiz6 la estandarizacion del PCR con ADN de cepas
referenciales, 3D7 (P. falciparum) y Sall (P. vivax). La temperatura optima de
hibridacion de los primers para amplificar los genes pvmsp8 y pfrh2b fue de

57.1°C y 50°C respectivamente.

Bajo las mismas condiciones de PCR, determinadas para cada uno de los genes
pvmsp8 y pfrh2b, se realizé la amplificacion de estos genes utilizando ADN
extraido de cultivos de parasitos de P. falciparum (n=2) y ADN extraido de
muestra de pacientes con infeccion activa por P. vivax (n=8). Los genes pvmsp§
y pfrh2b amplificaron en todas las muestras de ADN extraidas de aislados
provenientes de la Amazonia peruana, demostrando que los genes se encuentra

en las cepas de Plasmodium spp. peruanas (Fig. N°04). Con estos resultados, se
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confirmd el uso de estas secuencias de los genes pvmsp8 y pfrh2b, solicitando

la sintesis de los plasmidos pFastBacDual a la empresa GenScript.

7.3 Transformacion de bacterias E. coli DHSa con el plasmido
pFastBacDual de las proteinas PvMSP8 y PFRH2B
Una vez obtenidos los plasmidos, se llevd a cabo la transformacion de las
bacterias E. coli DH5a con los plasmidos pFastBacDual especificos para las
proteinas PvMSPS8 y PfRH2B, lograndose obtener colonias aisladas en ambos
casos. Cinco colonias fueron seleccionadas aleatoriamente para cada uno de los
plasmidos, fueron sembradas en 3mL medio LB con ampicilina. Estas bacterias
fueron utilizadas para la extraccion de los plasmidos. Ademas, se realizé la
cuantificaciéon de cada uno de los plasmidos obtenidos a fin de obtener su

concentracion. Los resultados se muestran en la tabla N°04.
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PvMSP8

M  Marcador 1Kb Plus 5. AC017761
1. AC003152 6. AC008493
2. AC009361 7. AC002325
3. AC008936 8. SAL-1/100
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1Kb Ladder, Invitrogen)

Figura N°04. Amplificacion de los genes pvinsp8 y pfrh2b en ADN de aislados de
parasitos de la Amazonia peruana. Productos de PCR del gen pvmsp8, a partir de ADN
obtenidos de pacientes infectados con malaria vivax , asi como de la cepa referencial de P,
vivax, Sal-1; Carriles 1-8 y 9 respectivamente (A). Productos de amplificacion del gen
pfrh2b, a partir de ADN obtenido de cultivos de parasitos de P. falciparum; carriles 1-2 (B).
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Tabla N°04. Cuantificacion por Fluorometria (Qubit, Invitrogen) del ADN de los plasmidos

purificados (ng/mL)
PvMSP8 PfRH2B
Colonia 1 322 57.0
Colonia 2 53.0 58.0
Colonia 3 54.0 57.0
Colonia 4 52.5 54.5
Colonia 5 52.0 51.5

De los plasmidos obtenidos se selecciond el producto de 2 colonias a fin de
realizar el secuenciamiento de estos y corroborar la insercion del plasmido que
contiene la secuencia de cada una de las proteinas de interés. Todos los genes

se encontraron sin alteraciones y en el marco de lectura correcto.

7.4 Obtencion del Bacmido recombinante para las proteinas PvMSPS8 y
PfRH2B en E. coli DH10BAC
Luego de la clonacion de bacterias “Max Efficiency™ E. coli DH10Bac™” con
el plasmido “pFastBacDual” de las proteinas PvMSP8 y PfRH2B se pudo
observar el crecimiento de colonias blancas y azules. Las colonias DH10Bac de
E. coli recombinantes se caracteriza por su resistencia a los antibidticos
Kanamicina, Tetraciclina y Gentamicina y por la ausencia de la coloracion en
presencia del IPTG y X-Gal. Por tal motivo; para la extraccion del bacmido
recombinante, se seleccionaron las colonias blancas y una colonia azul como
control negativo de transformacion. Se puede observar la presencia del bacmido
en todas las muestras. Estos bacmidos seran utilizados para la transfeccion de

células Spodoptera frugiperda S19 y la obtencion de los Baculovirus.
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7.5 Transfeccion de las células de insecto Sf9 con los bacmidos
recombinantes PvMSP8 y PFRH2B y cuantificacion de los stocks de
Baculovirus recombinante

Las células de insecto Sf9 transfectadas con los bacmidos recombinantes

PvMSP8 y PfRH2B. Para evaluar la transfeccion, se llevo a cabo la lisis celular

para posteriormente evaluar la produccion de las proteinas PvMSP8 y PfRH2B;

a través de la electroforesis y Western Blot con anticuerpos dirigidos a la cola

His presente en cada proteina recombinante.

Se logré obtener la expresion de las proteinas recombinantes PvMSPS8 y

PfRH2B (Fig. N°05) con todas las concentraciones de bacmido probadas.

Con el stock de Baculovirus recombinante P2, se realiz6 la cuantificacion por
ensayo de placa de dicho stock obteniendo una concentracién de 2.3x108
pfu/mL para ambas proteinas, siendo 6ptimas para continuar con los ensayos de
expresion. Esta concentracion determinada es importante ya que nos permitira

calcular los MOI y TOI 6ptimos para la infeccion de las células Sf9
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Figura N°05. Ensayo de Western Blot para la deteccion de las proteinas
recombinantes PfRH2B y PvMSP8. Las células Sf9 fueron transfectadas con las
cantidades indicadas de bacmidos recombinantes para la expresion de las proteinas
recombinantes PfRH2B (A) y PvMSP8 (B) (Las bandas correspondientes a las proteinas se
indican con las flechas negras), se incluy6 un control negativo de células Sf9 sin infeccién.
La deteccidn se realizé con anticuerpos Anti-His.

7.6 Expresion, escalamiento de la produccién y purificacion de las
proteinas recombinantes PvMSP8 y PFRH2B

Mediante la evaluacion de MOI y TOI se pudo determinar que se defini6 que el

MOI 6ptimo para la expresion de PvMSPS8 es de 1 a las 48h (TOI D2) (Fig.

N°06A) y MOI 0.5 a las 24 horas post-infeccion (TOI D2) para PfRH2B (Fig.

N°06B). Las condiciones aqui determinadas para la expresion de las proteinas
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fueron utilizadas para el escalamiento del sistema y, de esta manera, obtener
mayor cantidad de proteina recombinante que sera utilizada para los demas

objetivos de este proyecto.
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Figura N°06. Expresion de las proteinas recombinantes PvMSP8 y PfRH2B. Se probaron 3
MOIs 0.1, 0.5 y 1, y 3 TOlIs, 48 horas (D2), 72 horas (D3) y 96 horas (D4) para las proteinas
rPvMSPS8 (A) y rPfRH2B (B). Ademas, se incluyeron los lisados de células Sf9 sin infeccion para
cada uno de los TOIs como controles negativos (BLANCO). La flecha indica la banda

correspondiente a la proteina. El “*” Indica los MOIs y TOIs seleccionados para cada proteina
recombiante..

Luego del escalamiento de la produccién de proteina y verificada la

expresion de la proteina mediante Western Blot, se procedié a purificacion
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de las proteinas. Finalmente se realiz6 un pool de las fracciones de
purificacion 2, 3 y 4, ya que contenian la mayor cantidad de proteina
expresada. Fueron concentradas obteniéndose una concentracion final de de
428 pg/mL de proteina rPvMSP8 y de 8 mg/mL de proteina rPfRH2B (Fig.

N°07).
kDa M 1 2
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37
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Figura N°07. Purificacion de las proteinas rPvMSP8 y rPfRH2B. Se realizé una electroforeseis
SDS-PAGE al 10%, de las fracciones eluidas de las proteinas purificadas. M: Marcador Precision
Plus Protein™ Dual Color, Carril 1: Proteina PvMSP8, Carril 2: Proteina PfRH2B. Las proteinas se
indican dentro del recuadro rojo.

7.7 Estandarizacion del ensayo de ELISA para evaluar los niveles de IgG
especificos contra las proteinas recombinantes PvMSP8 y PFRH2B
Antes de poder evaluar la sero-reactividad de los antigenos, se realizo la
estandarizacion del ensayo de ELISA para cada una de las proteinas
recombinantes. En la fig.N°08 se muestran las concentraciones Optimas de
antigeno y conjugado, en la evaluacion de respuesta de anticuerpos IgG contra
rPvMSPS8 y rPfRH2B en pacientes con infeccion activa y controles sanos. Se
buscaron las concentraciones que generen un bajo background en los blancos y

sueros negativos, asi como valores de OD altos para los controles positivos. Con
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estos resultados, se decidio trabajar con las siguientes condiciones: antigeno
lug/mL, conjugado anti-IgG 1/2000 (las mismas condiciones para ambas

proteinas recombinantes)

PvMSP8 _ PvMSP8
Conjugado [1:1000] 4- Conjugado [1:2000]

Bl [lug/mL] 1:100
Bl [lug/mL] 1:400
B [lug/mL] 1:500
[ [5ug/mL] 1:100

N

00\0 x@? Ov\, & Q@“’ Q@Q’ EA [5ug/mL] 1:400

< o< ot &R BN [5ug/mL] 1:500
B [10ug/mL] 1:100

PfRH2B . PfRHZB_ El [10ug/mL] 1:400

4 Conjugado [1:1000] 49 Conjugado {12000} Hl [10ug/mL] 1:500

oD
)

Pool () C()C20 C(-)JAl C(+)Pool C(+)S27 C(+)S31 Pool () C()C20 C()Al C(+) Pool C(+)S27 C (+)S31

Figura N°08. Determinacion de concentracion de antigeno y conjugado para el ensayo de
ELISA para rPvMSP8 y rPfRH2B. Se probaron tres concentraciones de antigeno: 1pg/mL,
Sug/mL y 10pg/mL; tres diluciones de sueros: 1/100, 1/400 y 1/500 y dos diluciones del
conjugado Anti-IgG: 1/1000 y 1/2000 para ambas proteinas. Se trabajé con tres controles
negativos (Pool (-), C20 y Al), tres controles positivos para infeccion por P. vivax ( Pool (+),
Pv26 y Pv36) y tres por P. falciparum (Pool (+), S27 y S31). Los OD se obtuvieron a 450nm.

En el caso de las proteinas PvMSP1, PvAMA1, PvMSP10, PfMSP1 y
PfGLURP, se probaron diferentes concentraciones de antigenos y diluciones de
sueros, con una sola dilucion de conjugado anti-IgG (1/2000) (Fig. N°09). Se
definié las siguientes condiciones; antigeno: 0.5ug/mL para PvMSPI,

PvAMALI y PfGLURP y 1pg/mL para PEIMSP1 y PvMSP10.
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Figura N°09. Determinacion de concentracion de antigeno y conjugado para el ensayo de
ELISA para PvMSP1, PvAMA1, PvMSP10, PfMSP1 y PfGLURP. Se probaron tres
concentraciones de cada proteina: 0.5pug/mL, 1ug/mL y 2pug/mL y tres diluciones de sueros:
1/100, 1/200 y 1/400 para las cinco proteinas. Se trabajo con tres controles negativos (Pool (-),
H1 y A1), tres controles positivos para infeccion por P. vivax ( Pool (+)Pv26 y Pv28) y tres por
P. falciparum (Pool (+), S27 y S31). Los OD se obtuvieron a 450nm.

Luego de determinar concentracion de proteina a utilizar, se realizé una curva de
diluciones seriadas con sueros positivos y negativos para determinar la

concentracion que se utilizard en los ensayos. Con estos resultados se determin6
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que los sueros se trabajarian a una dilucién de 1/400 pues los sueros positivos
mantienen un OD alto y, ademads, se reduce el ruido de fondo en los controles

negativos, tanto para las proteinas de P. vivax como para las de P. falciparum (Fig.

10y 11).
PVMSP1 [0.5ug/mL] PVMSP8 [0.5ug/mL]
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Figura N°10. Curva de diluciones de sueros negativos y positivos para infeccion por P. vivax.
Se realiz6 una curva de diluciones seriadas de sueros controles negativos (Pool(-), C(-)H1 y C(-)
Al) y controles positivos para infeccion a P. vivax (Pool (+), PV26 y PV28) con las proteinas
PvVvMSP1, PvAMAL, PYvMSP8 y PvMSP10. La concentracion de antigeno utilizada se muestra entre
corchetes ([ ]). Los OD se obtuvieron a 450nm.
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Figura N°11. Curva de diluciones de sueros negativos y positivos para infeccién por P.
falciparum. Se realizé una curva de diluciones seriadas de sueros controles negativos (Pool(-), C(-
)JH1y C(-)Al) y controles positivos para infeccion a P. vivax (Pool (+), S27 y S31) con las proteinas
PfMSP1 y PFGLURP . La concentracidn de antigeno utilizada se muestra entre corchetes ([ ]).

7.8 Reactividad de anticuerpos IgG contra las proteinas recombinantes

mediante ensayos de ELISA
La sero-reactividad de anticuerpos IgG especificos contra las proteinas
recombinantes se evalué mediante ensayos de ELISA con sueros controles

negativos y positivos para infeccién por P. vivax o P. falciparum.

Las proteinas recombinantes de P. falciparum, produjeron respuesta de IgG
especifica en 40 pacientes con infeccion activa por P. falciparum con un
OD a 450nm promedio de 1.64, 1.91, 2.24 y 1.58 para PfIMSP1, PfGLURP,
PfMSP10 y PfRH2B respectivamente. Asi mismo para los antigenos de P.
vivax, se obtuvieron OD a 450nm promedio de 1.73, 2.0, 1.32 y 1.93 para
PvVvMSP1, PvAMA1, PvMSP10 y PvMSP8 respectivamente. Se observaron
diferencias significativas cuando fueron comparados con los controles

negativos para todas las proteinas evaluadas (p<0.00) (Fig. 12).
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Figura N°12. Ensayo de ELISA, IgG especificos contra las proteinas recombinantes de P. vivax
y P. falciparum. Se determinaron los niveles de IgG especificos contra las proteinas recombinantes
de P. vivax (PvMSP1, PvAMA1, PvMSP8 y PvMSP10) y de P. falciparum (PfIMSP1, PfGLURP,
PfMSP10 y PfRH2B) en sueros de pacientes infectados por malaria, previamente con diagnostico
positivo por PCR a la infeccion por P. vivax (n=40) y P. falciparum (n=40) (barras rojas), e
individuos sanos (n=40) (barras azules). OD determinado a 450nm *Mann-Withney test p<0.05.

7.9 Estandarizacion del ensayo de Luminex® multiplex para la evaluacion
de anticuerpos IgG especificos contra las proteinas recombinantes

En la estandarizacion del ensayo de Luminex® para evaluar la respuesta de IgG

especifica en sueros de pacientes contra las proteinas recombinantes se buscod

determinar la cantidad Optima de proteina para ser utilizada en la union

covalente con las perlas magnéticas. De esta manera, la cantidad 6ptima para

cada proteina se defini6 experimentalmente en funcion de la reactividad en una

curva estandar hecha de un “pool” de 5 sueros positivos de pacientes con
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infeccion activa por P. vivax y P. falciparum, buscando obtener una curva lineal.

En el caso de las proteinas de P. vivax, solo se logré obtener una curva estandar
para PvMSP10 (0.25ng/1.25x10° perlas), las otras tres proteinas, PvAMALI,
PvMSP8 y PvMSP1, mostraron una respuesta IgG saturada (Fig. N°13A). Se
debid seguir probando menores concentraciones de proteinas para conseguir
curvas estandares para estas proteinas, pero por motivos de tiempo esto no se

pudo lograr en esta tesis.

Por otra parte, se obtuvieron curvas para los cuatro antigenos recombinantes de
P. falciparum, habiendo elegido las concentraciones: 0.125ug/1.25x10° perlas
para PfMSP1 y PfMSP10, 0.075ug/1.25x10° perlas para PfRH2B vy
0.01ng/1.25x10% perlas para PEGLURP (Fig. 13B). Estas curvas se utilizaran
para determinar la concentracion relativa de anticuerpos en sueros de pacientes
expuestos y no expuestos a Plasmodium spp. Debido a que no se pudo realizar
la cuantificacion relativa para todas las proteinas, los analisis se realizaron
evaluando los MFI resultantes y la cuantificacion relativa solo se muestra de
manera descriptiva para las proteinas con las que se pudo realizar esta

cuantificacion.
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Figura N°13. Estandarizacion del ensayo de Luminex® para la evaluacion de IgG especificos
contras las proteinas recombinantes. Se evaluaron los niveles de IgG especificos contra las
proteinas de P. vivax (A) y P. falciparum (B) en diluciones seriadas de un pool de 5 sueros de
pacientes con diagndstico positivo por PCR para infeccién por P. vivax y P._falciparum,. Se utilizaron
diferentes cantidades de proteinas unidas covalentemente a las perlas magnéticas. El recuadro rojo
punteado sefiala la cantidad de proteina elegida como 6ptima para lograr una curva estandar. No se
consiguié una curva estandar para las proteinas PYMSP1, PvAMA1 y PvMSPS con las cantidades
de proteinas evaluadas.
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7.10 Evaluacion de las proteinas recombinantes como marcadores
serolégicos utilizando Luminex® multiplex

7.10.1 Caracteristicas Socio demograficas

Para definir el estado de exposicion de los individuos se tom6 en cuenta los

resultados de PCR ya sea en el momento de la toma de muestra de suero o tomas

de muestras previas (rango: 0-163 dias). De esta manera, se definieron pacientes

expuestos y no expuestos a P. vivax y P. falciparum.

Las comunidades de Cahuide y Lupuna, presentaron una distribucion
homogénea segliin el grupo etario y el sexo. Cahuide, con un total de 257
individuos enrolados, mostr6 una prevalencia de malaria en el momento de la
toma de muestra, diagnosticada por PCR, para P. vivax de un 36.6% siendo
estas infecciones en su mayoria asintomaticas (98.9%) y con una distribucion
sin diferencias significativas entre los grupos de edades y sexo. La prevalencia
de P, falciparum para esta comunidad fue de un 6.6% y siendo en un 100%
asintomdtica. Se observo una relacion entre estado de infeccion por P
falciparum y el sexo de la poblacion (p = 0.06) y que estuvo significativamente

asociada al grupo etario (p<0.005) (tabla N°05).

La comunidad de Lupuna, comprendida por un total de 164 individuos, presento
una prevalencia de P. vivax del 32.3% (98.1% de asintomaticos) y de 3.7% de
P. falciparum (100% de asintomaticos). En esta comunidad solo se observo
relacion significativa entre el estado de infeccion por P. vivax y los grupos de

edades (p<0.01) (tabla N°05).
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En ambas comunidades, la prevalencia definida por microscopia representa solo
un 1.5% (36.6% por PCR) y 1.8% (32.3% por PCR) para las infecciones por P.
vivax en Cahuide y Lupuna, respectivamente. Con estos resultados se puede
observar la gran diferencia entre la sensibilidad de diagndstico molecular versus
el realizado por microscopia, haciendo notar lo importante del desarrollo de

métodos de estimacion de individuos expuestos costo-eficientes.

Tabla N°05. Caracteristicas de las poblaciones de estudio y su asociacion con la infeccion por
Plasmodium spp. evaluado por método de diagnostico

Comunidad
CAHUIDE

LUPUNA

P. vivax P. falciparum
Expuestos® Expuesto®
n =257 (%) PCR Microscopia PCR Microscopia
n= 94 (%) n=4 (%) n=17(%) n=0
Prevalencia 36.6% 1.5% 6.6%
Sexo
Femenino 142 (55) 49 (52.1) 4 (100) 13 (76.5) 0
Masculino 115 (45) 45 (47.9) 0 4(23.5) 0
Edad
<10 95 (37.2) 21 (22.3) 0 5(294) 0
11-29 83 (32.2) 32 (34) 3(75) 4(23.5) 0
>29 79 (30.6) 41 (43.6) 1(25) 8 (47.1) 0
Sintomaticos 1(1.1) 0
Asintomaticos 93(98.9) 17 (100)
n=164(%) PCR" Microscopia PCR" Microscopia
n=53 (%) n=3 (%) n= 6(%) n=0
Prevalencia 32.3% 1.8% 3.7%
Sexo
Femenino 90 (54.9) 34 (64.2) 1(33.3) 4 (66.7) 0
Masculino 74 (45.1) 19 (35.9) 2 (66.7) 2 (33.3) 0
Edad *
<10 68 (41.5) 10 (18.9) 1(33.3) 2 (33.3) 0
11-29 56 (34.2) 22 (41.5) 2 (66.7) 2 (33.3) 0
>29 40 (24.4) 21 (39.6) 0 2 (33.3) 0
Estatus clinico
Sintomaticos 1(1.9) 0
Asintomaticos 52 (98.1) 6 (100)

UEl estado de exposicion se definié por todos los individuos con PCR positivo en cualquiera de las tomas de
muestra previas o en el momento de la toma de suero (1-163 dias).
p-value del T-test *p<0.01, ““p=0.06, ***p<0.005
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7.10.2 Determinacion de la respuesta serologica IgG especifica contra las
proteinas recombinantes utilizando Luminex® multiplex
La evaluacion de la respuesta seroldgica de tipo IgG especifica se realizo
mediante un ensayo multiplex de Luminex® obteniéndose valores de MFI para
cada una de las ocho proteinas de manera independiente. En primer lugar, se
buscéd diferencias entre los niveles de anticuerpos en la poblacion para cada
antigeno entre ambas comunidades. Todos los antigenos de P. falciparum
mostraron diferencias significativas entre las dos comunidades, siendo los
niveles mas altos en Lupuna, con valores de media de MFI para Cahuide de
163.7 para PfIMSP1, 273.5 para PfGLURP, 165.1 para PfIMSP10 y 284.7 para
PfRH2B, y para Lupuna de 222.8 para PfIMSP1, 586.6 para PfGLURP, 167.3
para PfIMSP10 y 325.7 para PfRH2B. Por otro lado, ninguno de los antigenos

de P, vivax mostr6 diferencias entre ambas comunidades (Fig. 14).

En segundo lugar, se evaluaron las niveles de IgG especificos contra las
diferentes proteinas entre pacientes expuestos y no expuestos. Al realizar este
analisis se observd que para el caso de todos los antigenos de P. vivax se
obtuvieron diferencias significativas entre los individuos expuestos y no
expuestos, siendo esta respuesta para todas las proteinas mayor en los

expuestos. Estos resultados se observaron en ambas comunidades (Fig. 15).
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Figura N°14. Diferencias de los niveles de IgG especificos contra las proteinas recombinantes
entre las comunidades de Cahuide y Lupuna. Se evaluaron los niveles de IgG especificos contras
las proteinas de P. vivax (A) y P. falciparum (B) en sueros provenientes de una barrido poblacional
en las comunidades de la Amazonia peruna, Cahuide (n=257) y Lupuna (n=164). La linea punteada
indica la media de los MFI resultantes para cada poblacion. T-test *p<0.05, **p<0.0005.

La comparacion de los niveles de anticuerpos IgG entre expuestos y no expuestos
para las proteinas de P. falciparum arrojo que solo existen diferencias significativas
para los antigenos PIMSP1 y PfGLURP en la comunidad de Cahuide y PfMSP1,
PfGLURP y PfMSPI10 en la comunidad de Lupuna, siendo en todos estos casos,
mayor en los individuos expuestos a P. falciparum (Fig. 16). Se debe tener en
consideracion que la incidencia de P. falciparum es baja en ambas comunidades

(n=17 en Cahuide y n=6 en Lupuna), lo que podria estar afectando estos resultados.
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Figura N°15. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG especificos contra las proteinas
de P. vivax entre individuos expuestos y no expuestos en las comunidades de Cahuide y Lupuna.
Los niveles de IgG especificos contras las proteinas de P. vivax fueron comparados entre los
individuos no expuestos (No Exp) (Cahuide, n=163; Lupuna, n=111) y Expuestos (Exp) (Cahuide,
n=94; Lupuna, n=53) a P. vivax en ambas comunidades. T-test p<0.05%* p<0.005**, p<0.0001 ***
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Figura N°16. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG especifica contra las proteinas de P,
falciparum entre individuos expuestos y no expuestos en las comunidades de Cahuide y Lupuna .
Los niveles de IgG especificos contras las proteinas de P. falciparum fueron comparados entre los
individuos no expuestos (No Exp) (Cahuide, n=240; Lupuna, n=158) y Expuestos (Exp) (Cahuide,
n=17; Lupuna, n=6) a P. falciparum en ambas comunidades. T-test p<0.05% p<0.005**.

Es sabido que los titulos de anticuerpos IgG pueden verse afectados por la edad de
los individuos. Para evaluar este efecto en la respuesta serologica hacia las proteinas
evaluadas en este estudio, se realizd una comparacion de los titulos de IgG entre los

diferentes grupos etarios de la poblacion segun su estado de exposicion (Fig. N°17
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y N°18).

Los antigenos de P. vivax mostraron todos diferencias significativas entre los grupos
etarios ya sea en los individuos expuestos como no expuestos para ambas
comunidades. Al evaluar las diferencias entre cada grupo en funcion de su estado
de exposicion, se encontraron diferencias significativas entre los individuos de 11
a 29 afios expuestos y no expuestos con las proteinas recombinantes PvMSPI,
PvAMA1, PvMSPS8 en la comunidad de Cahuide y PvMSP1 en Lupuna (Fig.

N°17).

Asimismo, los titulos de las cuatro proteinas de P. falciparum mostraron diferencias
entre los grupos de edades en los individuos no expuestos en las dos comunidades.
Sin embargo, para el caso de los individuos expuestos, solo se vieron diferencias
entre los grupos de edades para PfRH2B en la comunidad de Cahuide y PIMSP1,
PfGLURP, PfRH2B en Lupuna. Ademas, solo se vieron diferencias significativas
entre los individuos mayores a 30 afios entre expuestos en la comunidad de Lupuna
para PfIMSP1, PfGLURP y PfMSP10. Debido a que solo se registraron dos
pacientes expuestos a P. falciparum en cada uno de los grupos de edad, esto podria
estar afectando estos resultados. Otro punto a resaltar es que todos los antigenos,
tanto de P. vivax como de P. falciparum, mostraron un aumento de los titulos

proporcional a la edad en expuestos y no expuestos (Fig. N°17 y N°18)
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Figura N°17. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG especifica contra las proteinas de
P. vivax entre los grupos etarios en las comunidades de Cahuide y Lupuna. Los niveles de IgG
especificos contra las proteinas de P. vivax fueron evaluados en un ensayo de Luminex® multiplex.

Expuestos a P. vivax (Exp), No expuestos a P. vivax (No Exp). Se muestran los valores de p-value
del test de Wilconxon p<0.05* p<0.005**
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Figura N°18. Comparacion de los niveles de anticuerpos IgG especifica contra las proteinas de
P, falciparum entre los grupos etarios en las comunidades de Cahuide y Lupuna. Los niveles de
IgG especificos contra las proteinas de P. falciparum fueron evaluados en un ensayo de Luminex
multiplex. Expuestos a P. falciparum (Exp), No expuestos a P. falciparum (No Exp). Se muestran
los valores de p-value del test de Wilconxon p<0.05%* p<0.005**
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Por ultimo, se realizd un analisis de regresion multivariado para los titulos de

anticuerpos de cada antigeno ajustados por las variables de exposicion, sexo, edad

e historial de infeccion (tablas 6 y 7). Esta ultima determinada por la cantidad de

infecciones por Plasmodium spp. durante la vida reportada por cada paciente. Los

resultados para este analisis fueron los siguientes:

*

PvVMSP1: Un mayor nivel de anticuerpos contra el antigeno PvMSP1 se vio
asociado estar expuesto, ser hombre, tener mas de 11 afios y haber tenido
mas de una infeccion en su vida en la comunidad de Cahuide. Similarmente,
tener mas de 11 afios y haber tenido més de 5 infecciones, fueron las
variables asociadas a un mayor titulo de anticuerpos en Lupuna.

PVAMAL: En Cahuide, el mayor nivel de anticuerpos se vio asociado con
ser hombre, tener mas de 11 afios y haber tenido mas de una infeccion en su
vida. En Lupuna, los niveles més altos de IgG solo se vieron asociados a
tener méas de 11 afios y haber tenido mas de cinco infecciones.

PVMSP8: Estar expuesto, ser hombre, tener mas de 11 afios y haber tenido
entre 1 y 4 infecciones en su vida, estuvieron a asociados a un mayor nivel
de anticuerpos en Cahuide. En Lupuna, solo se vio asociacion con tener mas
de 11 afios.

PvMSP10: Tener mas de 1 infeccion estuvo a asociado a un titulo alto de
anticuerpos en Cahuide y tener mas de 11 afios tanto en Cahuide como en
Lupuna. Ademas, el tener un nivel de anticuerpos mayor estuvo asociado a

residir en Cahuide.
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*

PfMSP1: Ser hombre, ser mayor de 11 afios y haber tenido entre una y tres
infecciones en su vida, estuvieron asociados a un titulo méas alto de
anticuerpos en Cahuide. Estar expuesto y tener mas de 11 afios, fueron las
variables asociadas a un mayor titulo de 1gG en Lupuna. Ademas, residir en
Lupuna present6 asociacion a tener titulos altos en referencia a Cahuide.
PfGLURP: Vivir en Lupuna fue un factor asociado a tener titulos altos de
anticuerpos. En Cahuide, las variables asociadas fueron ser hombre y tener
mas de 11 afios. En Lupuna, esta asociacion se vio con estar expuesto y tener
mas de 11 afos.

PfMSP10: Tener mas de 11 afios estuvo asociado a un mayor titulo de 1gG
en ambas comunidades. Ademas, estar expuesto estuvo asociado al nivel de
1gG en Lupuna.

PfRH2B: Los residentes de Lupuna tuvieron mayor nivel de anticuerpos y
los niveles de IgG estuvieron asociados a tener méas de 11 afios en ambas

comunidades.
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Tabla N° 06. Anélisis de regresion multivariada para los niveles de anticuerpos IgG para los antigenos de P. vivax.

PvMSP1 PvAMA1 PvMSP8 PvMSP10
Comunidad Coef. 1C 95% P Coef. IC 95% p-value Coef. IC 95% P Coef. IC 95% P
value value value
CAHUIDECAHUIDE Ref.
Expuestos
No Ref. Ref. Ref. Ref.
Si 0.0739 (0.02 - 0.128) 0.008 * 0.048 (-0.002-0.099) 0.06 0.056 (0.002-0.111) 0.044 * 0.008 (-0.092-0.108) 0.88
Sexo
Masculino Ref. Ref. Ref. Ref.
Femenino -0.048 (-0.09 -0.002) 0.05 * -0.05 (-0.093 -0.002) 0.04 * .0.05 (-0.101- -0.004) 0.035 * -0.08 (-0.165-0.0108) 0.085
Edad
<10 Ref. Ref. Ref. Ref.
11-29 0.111 (0.06-0.163) 0.000 ***  0.09 (0.044-0.136) 0.000 *** (.105 (0..05-0.16) 0.000 *** 0.121 (0.031-0.210) 0.008 *
>29 0.175 (0.114-0.237) 0.000 *** 0.154 (0.09-0.215) 0.000 *** (.142 (0.079-0.204) 0.000 *** 0.425 (0.296-0.555) 0.000 ***
Historial de Infeccién*
0 Ref. Ref. Ref. Ref.
1-4 0.101 (0.054-0.148) 0.000 ***  0.061 (0.018-0.103) 0.005 **  0.071 (0.022-0.119) 0.005 ** 0.159 (0.069-0.25) 0.001 ***
5-7 0.173 (0.068-0.279) 0.000 *** 0.117 (0.041-0.192) 0.002 **  0.091 (-0.017-0.199) 0.098 0.476 (0.111-0.841) 0.011 *
>7 -0.026 (-0.16-0.108) 0.699 0.053 (-0.106-0.212) 0.51 -0.07 (-0.195-0.049) 0.245 0.717 (0.185-1.248) 0.008 **
LUPUNA 0.005 (-0.03-0.042) 0.798 0.02 (-0.012-0.052) 0.215 -0.01 (-0.042-0.032) 0.801 0.079 (0.01-0.148) 0.026 *
Expuestos
No Ref. Ref. Ref. Ref.
Si -0.00015 (-0.07-0.073) 0.997 -0.01 (-0.063-0.054) 0.886 -.002 (-0.071-0.067) 0.955 0.021 (-0.137-.179) 0.794
Sexo
Masculino Ref. Ref. Ref. Ref.
Femenino -0.011 (-0.07-0.043) 0.696 -0.02 (-0.068-0.026) 0.38 -0.03 (-0.083-0.026) 0.303 -0.05 (-0.163-.071) 0.435
Edad
<10 Ref. Ref. Ref. Ref.
11-29 0.089 (0.025-0.15) 0.006 * 0.059 (0.008-0.110) 0.023 * 0.073 (0.015-0.131) 0.014 * 0.303 (0.166-0.439) 0.000 ***
>29 0.228 (0.139-0.32) 0.000 *** 0.197 (0.122-0.272) 0.000 *** (.189 (0.102-0.276) 0.000 *** 0.473 (0.301-0.645) 0.000 ***
Historial de Infeccion™
0 Ref. Ref. Ref. Ref.
1-4 0.0490192 (-0.03-0.127) 0.214 0.033 (-0.031-0.098) 0.308 0.035 (-0.04-0.111) 0.359 0.066 (-0.104-0.236) 0.443
5-7 0.147933 (0.05-0.245) 0.003 *** (.135 (0.048-0.223) 0.003 ** 0.134 (-0.008-0.275) 0.063 0.139 (-0.102-0.382) 0.26
>7 - - - -

*El historial de infeccion se definié como todas las infecciones pasadas reportadas por los pacientes
*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001
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Tabla N°07. Analisis de regresion multivariada para los niveles de anticuerpos IgG para los antigenos de P. falciparum.

PfMSP1 PfGLURP PfMSP10 PfRH2B
Comunidad Coef. IC 95% p- Coef. IC 95% p-value Coef. IC 95% p-value Coef. IC 95% P-
value value
CAHUIDE Ref.
Expuestos
No Ref. Ref. Ref. Ref.
Si 0.054 (-0.088-0.195) 0.455 0.113 (-0.098-0.323) 0.292 0.011 (0.098-0.119) 0.848 0.01 (-0.107-0.128) 0.864
Sexo
Masculino  Ref. Ref. Ref. Ref.
Femenino -0.07 (-0.126 - -0.013) 0.017 * -0.10 (-0.178 --0.028) 0.007 * -0.04 (-0.096-0.021) 0.211 -0.06 (-0.13-0.014) 0.115
Edad
<10 Ref. Ref. Ref. Ref.
11-29 0.096 (0.041-0.151) 0.001 *** 0.106 (0.0342-0.178) 0.004 ** 0.133 (0.071-0.195) 0.000 *** 0.118 (0.042-0.195) 0.003 **
>29 0.163 (0.085-0.241) 0.000 ***  (0.282 (0.176-0388) 0.000 ***  (0.228 (0.15-0.305) 0.000 *** (0.228 (0.129-0.327) 0.000 ***
Historial de Infeccion*
0 Ref. Ref. Ref. Ref.
1-3 0.138 (0.027-0.248) 0.015 * 0.033 (-0.098-0.164) 0.62 0.116 (-0.005-0.236) 0.061 0.111 (-0.031-0.253) 0.125
>4 -0.04 (-0.212-0.132) 0.646 0.32 (-0.375-1.014) 0.62 0.252 (-0.162-0 .666) 0.232 0.213 (-0.217-0.644) 0.33
LUPUNA 0.11 (0.063-0.157) 0.000 ***  0.165 (0.094-0.237) 0.000 ***  (0.043 (-0.049-0.134) 0.363 0.069 (.0123019 .126) 0.017 *
Expuestos
No Ref. Ref. Ref. Ref.
Si 0.223 (0.041-0.404) 0.017 * 0.393 (0.06-0.727) 0.021 *0.153 (0.001-0.305) 0.049 * 0.039 (-0.121-0.199) 0.63
Sexo
Masculino  Ref. Ref. Ref. Ref.
Femenino 0.026 (-0.048-0.1) 0.488 -0.01 (-0.126-0.108) 0.878 -0.01 (-0.069-0.049) 0.742 -0.03 (-0.119-.065) 0.561
Edad
<10 Ref. Ref. Ref. Ref.
11-29 0.117 (0.05-0.185) 0.001 *** 0.219 (0.099-0.338) 0.000 *** 0.08 (0.019-0.14) 0.01 * 0.103 (0.013-0.194) 0.025 *
>29 0.401 (0.253-055) 0.000 ***  0.603 (0.392-0.815) 0.000 ***  0.266 (0.164-0.367) 0.000 *** (0.278 (0.119-0.437) 0.001 ***
Historial de Infeccion™
0 Ref. Ref. Ref. Ref.
1-3 0.058 (-0.113-0.229) 0.506 0.178 (-0.07-0.425) 0.159 0.055 (-0.071-0.181) 0.391 0.127 (-0.09-0.345) 0.249
>4 0.114 (-0.262-0.489) 0.551 0.472 (-0.235-1.18) 0.189 0.072 (-0.181-0.326) 0.574 0.156 (-0.246-0.558) 0.444

*El historial de infeccion se definié como todas las infecciones pasadas reportadas por los pacientes
*p<0.05, ¥**¥p<0.005, ***p<0.001
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7.10.3 Cuantificacion relativa de anticuerpos IgG contra las proteinas

La cuantificacion relativa de los anticuerpos para cada uno de los antigenos se
realiz6 mediante una curva estandar en cada placa corrida. En la tabla N°08 se

pueden observar las unidades relativas de anticuerpos para cada uno de los

recombinantes

antigenos con los que se pudo determinar dicha curva.

Tabla N° 08. Cuantificacion relativa de anticuerpos IgG especificos contra las proteinas

recombinantes
CAHUIDE LUPUNA
EXP NO EXP. EXP NO EXP.
Media DS Media DS Media DS Media DS
PVMSP10 9.00E-04 3.40E-03 8.00E-04 4.00E-03 7.00E-04 3.10E-03 1.00E-03 3.90E-03
PfMSP1 1.00E-04 7.00E-04 1.00E-04 3.00E-04 2.00E-04 6.00E-04 5.00E-04 9.00E-04
PfGLURP 1.00E-04 2.00E-04 0.00E+00 3.00E-04 6.70E-03 1.03E-02 4.00E-04 2.30E-03
PfMSP10 2.00E-04 8.00E-04 2.00E-04 2.00E-04 4.00E-04 2.00E-04 2.00E-04 5.00E-04
PfRH2B 1.00E-04 9.00E-04 2.00E-04 1.00E-04 2.00E-04 5.00E-04 2.00E-04 2.00E-04

Los valores se expresan en unidades arbitrarias de unidades relativas de anticuerpos.

Los valores fueron calculados en base a una curva estandar usando el modelo de regresion logistico SPL.

78



8. DISCUSION

8.1 Produccién de proteinas recombinantes en un sistema de expresion de
Baculovirus
Para la eleccion del sistema expresion de proteinas recombinantes se debe
considerar las caracteristicas intrinsecas de la proteina. La expresion de
proteinas recombinantes de Plasmodium spp, especificamente proteinas
involucradas en la unién e invasion del parasito al eritrocito para las cuales su
conformacion es critica, ha sido reportada exitosamente en diversos sistemas
como son E.coli (Pan et al., 1990; Black et al., 2003; Giraldo et al., 2001,
Rodrigues ef al., 2003), sistema libre de células (Cheng et al., 2017; Chen et al.,
2010), células de mamifero (Hostetler et al., 2015, Carrasco et al., 2017) y
Baculovirus (Victor et al., 2010; Perraut et al., 2014, Perraut et al., 2017, Pizarro
et al., 2003; Joos et al., 2015), entre otros. Por lo tanto, los datos existentes no
indican que un sistema de expresion heterdlogo sea definitivamente superior al
otro y aunque las herramientas bioinformaticas pueden ayudar a esta prediccion,
esta aproximacion no es del todo certera y la identificacion del sistema optimo

para la expresion sigue siendo una cuestion de prueba experimental.

La expresion mediada por Baculovirus en células de insecto es, en la actualidad,
una metodologia bien establecida para la produccion de proteinas
recombinantes de alto peso molecular. Su uso frecuente se debe a la relativa
facilidad y velocidad con que se puede expresar una proteina con activa

bioldgica funcional (Jarvis, 2009). En este estudio se logrd la expresion de dos
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proteinas recombinantes, MSP8 (51 KDa) de P. vivax y RH2B (250 KDa) de P.
falciparum, mediante el sistema de expresion de Baculovirus y fueron
reconocidas por anticuerpos IgG especificos en sueros, presentando una
respuesta diferencial entre controles positivos con infeccion por Plasmodium
spp. y controles sanos mediante ensayos de ELISA. Para poder tener una mejor
compresion sobre la conformacion correcta de las proteinas sintetizadas se

debera realizar estudios adicionales como por ejemplo cristalografia.

Una de las ventajas de este sistema es la posibilidad de la implementacion de
produccion a gran escala. Estudios anteriores han reportado la produccion de
proteinas de Plasmodium spp. como MSP1, de hasta de 0.85mg/5.5L y 1mg/L
(Blackman et a/.,1993) y 0.9mg/500mL (Mehlin et al., 2006). En este estudio
la produccion lograda fue de 428ug/mL para PvMSP8 y 8mg/mL para PfRH2B
en un volumen de cultivo de células Sf9 de solo 170mL, demostrado una muy
buena eficiencia de produccion. Sin embargo, para determinar hasta qué
cantidades por litro de cultivo se podria llegar a producir en nuestro laboratorio,

se necesitarian mayores estudios.

La seleccion de proteinas para los ensayos de sero-vigilancia estard influenciada
por sus propiedades, incluida inmunogenicidad, longevidad de los anticuerpos
y polimorfismo. En un primer paso la seleccion de las secuencias de los genes
utilizados para la expresion de las proteinas recombinantes, se busc6 determinar
el grado de polimorfismos de las secuencias depositadas en las bases de datos

de NIH y PlasmoDB. Este analisis arrojo que tanto las proteinas PvMSP8 como

80



PfRH2B, no tuvieron mayores polimorfismos dentro de las secuencias
evaluadas. Sin embargo, al realizar un PCR con primers especificos para las
secuencias seleccionadas con ADN de muestras provenientes de la Amazonia
peruana, el gen pfrh2b mostr6 un polimorfismo de longitud de
aproximadamente 200pb. Para determinar si existe polimorfismo para el gen de

pfrh2b seria necesario realizar analisis gendémico con

8.2 Evaluacion de proteinas recombinantes como marcadores de
seroprevalencia
El uso de seromarcadores como herramienta para la medicion de prevalencia y
transmision de malaria ha probado ser una aproximacion eficaz en poblaciones
con baja transmision, en donde una de las caracteristicas de la infeccién por
Plasmodium spp. es la gran proporcion de pacientes que no pueden ser
diagnosticados por microscopia, debido al bajo numero de parésitos en sangre,
a estos pacientes se les conoce como subpatentes (Steward et al., 2009,
Sepulveda et al., 2015). Asi, métodos de diagnostico de infeccion activa, pueden
carecer de sensibilidad para estimar la real proporcion de individuos expuesto,
mientras que pruebas mas sensibles, como el diagnostico molecular por PCR,
tienen costos elevados y requieren de equipos costosos y muy dificiles de
implementar en comunidades rurales (Rosas et al., 2015). Esto se pudo observar
con nuestros resultados, donde por microscopia sélo se llegd a estimar un 5.7%
de los casos estimados por PCR de infeccion por P. vivax en Cahuide y un 4.3%
en Lupuna, mientras que no se logro diagnosticar ninguna de las infecciones por

P. falciparum por este método. Con esto, se evidencia la importancia de contar
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con herramientas adecuadas a nuestro contexto de transmision que ayuden a
evaluar de manera costo/efectividad el impacto de las intervenciones de control,
particularmente cuando la intensidad de la transmision ya es baja. Mas aun,
debido a que hasta las técnicas de diagndstico mas sensible no detectarian a un
paciente con infecciones subpatentes o que acaba de eliminar la infeccion, la
utilizacion de seromarcadores nos proporcionaria una mejor vision del contexto

de transmision.

Existen marcadores seroldgicos ampliamente utilizados a nivel mundial y
también en la Amazonia, como son las proteinas MSP1, AMA1 y GLURP
(Sepulveda et al., 2015). El antigeno MSP1, es una de las proteinas mas
estudiadas de Plasmodium spp. como candidato a vacuna debido a su asociacion
con proteccion clinica en pacientes (Riccio ef al., 2013; Jaschke et al., 2017,
Torres et al., 2008). Ademas, estudios utilizando PvMSP1 en conjunto con
PvAMA1l y PfGLURP como seromarcadores en la Amazonia peruana,
demostraron asociacion entre la exposicion a malaria y la edad de los pacientes,
sirviendo para la identificacion de “hotspot” de transmisidon en conjunto con un
analisis espacial (Rosas et al., 2015). Similarmente, nuestros resultados
mostraron que los niveles de los titulos de IgG contra ambas proteinas, MSP1 y
AMA1 de P. vivax estuvieron asociadas con infecciones previas, la edad y sexo
de los pacientes en las dos localidades, mientras que PFGLURP estuvo asociada
solo a sexo y edad en Cahuide y al estado de exposicion y la edad en Lupuna..
De esta manera, nuestros resultados con estos antigenos mediante un método de

Luminex® multiplex, nunca antes utilizado en la Amazonia peruana para este
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tipo de estudios, concuerdan con lo reportado (Yildiz ef al., 2011; Cutts et al.,
2014). Asimismo, nos demuestran que esta podria ser una aproximacion
costo/efectividad para el estudio de potenciales seromarcadores en una
plataforma multiplex, la cual hace posible probar de manera simultanea mas de
100 proteinas arrojando resultados individuales, ahorrando tiempo, muestras y
reactivos. Ademas de estas ventajas, los costos se reducen considerablemente
una vez estandarizada, por lo que seria posible realizar tamizajes a nivel

poblacional para determinar la exposicion.

Nuestro grupo de investigacion, en dos estudios previos utilizando
microarreglos de proteinas, identifico proteinas de Plamodium spp. capaces de
inducir una respuesta diferencial entre pacientes con infeccién activa y
controles sanos: cuatro proteinas, PvMSP8, PvMSP10, PfIMSP10 y PfRH2B,
demostraron ser capaces de inducir titulos altos de anticuerpos especificos en
pacientes sintomaticos y asintomaticos de la Amazonia peruana (Chuquiyauri
etal.,2015; Torres et al.,2014). Por esta razon, este estudio se enfoco en evaluar

estas proteinas como potenciales marcadores de seroprevalencia.

En un estudio previo, Carrasco ef al. utiliz6 PvMSP10 y PfIMSP10, expresados
en un sistema en células de mamiferos, para cuantificar la tasa de portadores
subpatentes en las comunidades de Cahuide y Lupuna, e identificar su relacion
con patrones de transmision de P. vivax y P. falciparum. Se encontrd que los
individuos mayores a 30 afios seropositivos al antigeno PvMSP10 mediante

ELISA, mostraron una asociacion significativamente mayor a estar expuestos a
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P. vivax. Por otro lado, la infeccion por P. falciparum estuvo asociada a los
individuos seropositvos a PIMSP10 con edades entre 10 y 29 e historial previo
de infeccion. Similarmente, nuestros resultados mostraron una asociacion entre
el titulo de anticuerpos contra PvMSP10 con la edad (mayores a 11 afios) para
ambas comunidades y haber tenido mas de 1 infeccion solo en la comunidad de
Cahuide. Al ser Cahuide una comunidad donde la transmision es mas baja, la
memoria humoral podria ser dependiente del nimero de infecciones que
padecen los individuos debido a la capacidad del sistema inmune a recordar
antigenos o patdégenos previamente reconocidos, lo que hace posible generar
una respuesta reforzada para controlar la infeccion (Ly y Hansen, 2019). Sin
embargo, la respuesta IgG contra los antigenos de P. falciparum, PfRH2B y
PfMSP10, solo se vieron asociados a un contexto mas alto de transmision
(Lupuna) y a la edad. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el numero de
casos de P. falciparum es bastante reducido (n=6), por lo que no ha sido posible

un analisis robusto.

Por ultimo, en este estudio se reporta por primera vez la evaluacion de PvMSP8
y PfRH2B como marcadores de seroprevalencia en la Amazonia peruana. Los
niveles de la respuesta de anticuerpos IgG para PvMSPS8 en la comunidad de
Cahuide, en donde la transmision es baja y heterogénea se vio, una asociacion
con edad, sexo e infecciones previas, lo que también podria estar indicando que
los titulos de anticuerpos hacia este antigeno podrian ser consecuencia de una
infeccién recurrente producto de la exposicion ligada a las actividades

socioecomicas. La necesidad de una exposicion acumulada para la mantencion
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de titulos de anticuerpos también nos podria estar demostrando que los
anticuerpos generados hacia estas proteinas podrian ser de vida corta o mediana
(Greenhouse et al., 2019), y que seria necesario multiples infecciones para

poder mantenerse.

Hasta la fecha, son pocos los estudios que abordan la respuesta humoral
generada por PvMSPS8. En un estudio realizado por Cheng ef al. se reportd que
esta proteina fue capaz de diferenciar individuos con infeccion activa de
controles sanos, y que los titulos de anticuerpos se mantenian hasta los 21 dias
luego de la infeccion y disminuyendo a partir del mes. Esto nos podria indicar
que esta proteina podria servir como marcador de exposicion reciente a P. vivax.
De ser asi, PvMSP8 podria ser util como marcadores seroldgicos para el
monitoreo de “hotspot” de transmision remanentes en un contexto de
programas de control de la malaria. Sin embargo, se necesitaria mas estudios
para determinar la cinética de los anticuerpos en pacientes de la Amazonia

peruana.

Ya que la seroprevalencia tiende a incrementarse con la edad como resultado de
una respuesta inmune aumentada contra los patdogenos, exactamente lo que
reflejan nuestros resultados, se podrian construir diferentes modelos
estocasticos para el analisis de los datos utilizando la edad en relacion al tiempo
de exposicion (Sepulveda et al., 2015). De esta manera, nuestros resultados
abren paso a la posibilidad de continuar con el uso de estas proteinas como

marcadores de seroprevalencia de malaria en nuestra region utilizando
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modelamiento matematico para obtener informacidén mas robusta de la dinamica

de transmision de esta enfermedad en la Amazonia peruana.
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CONCLUSIONES

Las proteinas del estadio asexual PvMSP8 de P. vivax y PfRH2B de P.
falciparum fueron expresadas exitosamente en el sistema Baculovirus y
reconocidas por anticuerpos de tipo IgG de suero de pacientes con infeccion

activa con P. vivax y P. falciparum

Se observaron diferencias significativas entre pacientes expuestos y no
expuestos a P. vivax en los titulos de 1gG especificos a PvMSP8 y PvMSP10
en ambas comunidades (p<0.005). Para los pacientes expuestos a P.
falciparum, solo se observaron diferencias significativas con PFMSP10 en

la comunidad de Lupuna (p<0.05).

Los titulos altos de 1gG especificos a PvMSP8, PvMSP10, PfMSP10 y
PfRH2B estuvieron asociados a la edad de los pacientes (p<0.001) sin
importar el estado de exposicidn y el contexto de transmision. Con estos
resultados se puede pensar que estos antigenos son capaces de generar una
respuesta inmune de memoria, teniendo en cuenta la edad como una funcion

de tiempo de exposicién acumulativa al parésito,

En un contexto de baja trasmision (comunidad de Cahuide), los titulos de
IgG especificos a PvMSP10 y PYMSP8, se vieron asociados a infecciones
previas (p<0.005 y p<0.001, respectivamente), por lo que seria necesaria
una exposicion recurrente a P. vivax para poder mantenerlos. De ser asi,
ambas proteinas podrian ser utiles como marcadores seroldgicos para

estimar la transmision de malaria.
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11. ANEXOS

11.1 Transfeccion de las células de insecto Sf9 con los bacmidos
recombinantes para las proteinas PvMSP8 y PfRH2B
Para cada proteina, se trabajé con las cantidades de bdcmido indicados en la

tabla Anexo N°01, en un volumen final de 101pL.

Tabla Anexo N°01 . Volimenes de ADN y medio para cada concentracion evaluada

PvMSP8
Volumen Volumen
Concentraciones de . Volumen
(1g) Bacmido S‘:cg(')\ge(d'f) total (L)
(uL) a
0.1 2.2 98.8
0.5 11.1 89.9
1 22.2 78.8 101
2 44.4 56.6
3 66.6 34.4
Concentracion inicial de bacmido PvMSP8: 24 pg/mL
PfRH2B
Volumen volumen
Concentraciones de d di Volumen
(ng) Bacmido ng(;\ge IE total (uL)
(uL) (nL)
0.1 2.9 98.1
0.5 14.3 86.7
1 28.6 72.4 101
2 57.1 43.9
3 85.7 15.3

Concentracion inicial de bacmido PfRH2B: 35 pg/mL



11.2 Determinacion de secuencias para la sintesis de las proteinas
PvMSP8 y PfRH2B y disefio de Primers
Se definieron las siguientes secuencias para los genes de las proteinas
PfRH2B y PvMSP8:
pvmsp8:

>XM_001613135.1 Plasmodium vivax Sal-1 merozoite surface
protein 8 partial MRNA

ATACATAATTTTGTAATGAACGTCATTTTTAATTTTTATAT
CTGCTGCGTATATATATGTGCACATATATAGATAAGTATA
TATGTACTTAACATACGTATACGCTTTTATTTTTTAAGCCT

CCCCTTTTTCGCATTTTGAAACTCCCCAGAGAGGAGCCAA
CTTGCGCTTACTGGGCCCTTTTGTGGAGCACTGCGTACATT
GATAATTGTATGTAAGCATTTGTACATGTACCGTCTGCGC
GAGCCACCCAGCAAATTCGATACAGTATTAAAAAAAAAA
AAATTCGCAGTTTTACCCCTAAGGTAAAAATCGGTACTCT
ATTTTACCCATTACGCTATCGCCTTGTATCTTCAAAACCGA
AGCAACAATGAGGAAAAACGCGCAAATAGTAATTTTCTGC
CTGTTCGGATTGCTGAGTTATAGATGCGGAGCTGAAGGAA
ACGTTAGCCCACCCAACTTTAATGACAACAGGGTAAACGG
CAACAATGGAAATAAAGGCAACGGAAATGACAACGACGT
GCCGTCGTTCATTGGAGGAAACAATAATAACGTGAACGGC
AATAATGATGATAACATTTTTAATAAAAATGGAAAGGATG
TCACCCGAAATGATGGCGATGCAAAGGATGGAGAAAATC
GAAATAACAAGAAAAACGAAAATGGCAGTGGCTCCAATG
AGAATAACTCCATTGCAAATGCGGACAATGGTAGCGGCA
AATCTGATGCGAATGCCAACCAAATTGATGAGGATGGAA
ATAAAATGGATGAAGCATCTTTAAAGAAAATCCTCAAAAT
TGTAGACGAAATGGAAAATATTCAAGGACTGCTCGATGGA
GATTACAGCATTTTGGATAAGTACAGTGTCAAATTAGTTG
ATGAAGATGATGGAGAAACGAATAAAAGAAAAATCATTG
GAGAATATGATTTGAAAATGTTAAAAAATATTTTATTGTT
CAGAGAAAAAATTTCCCGAGTTTGTGAAAATAAATACAAT
AAAAATTTACCCGTCTTGTTAAAAAAATGCTCAAATGTGG
ATGACCCCAAAAGATTTTGTGGTAGGTTTGTTGGAAGATT
TATTTGAGAAAATTAATGAACATTTTATTAAAGACGATTC
ATTTGATTTGAGTGACTATTTAGCCGATTTCGAGCTCATCA
ATTATATAATTATGCACGAAACGTCCGAATTGATCGATGA
GCTTTTGAACATAATAGAGTCCATGAATTTCAGATTGGAA
TCCGGATCTTTGGAGAAAATGGTTAAATCTGCAGAATCAG
GAATGAACTTAAATTGCAAAATGAAGGAAGACATAATTC



ACTTACTTAAGAAATCCTCCGCCAAATTTTTTAAAATCGA
AATTGACAGAAAGACCAAGATGATATACCCAGTGCAGGC
TACACACAAAGGTGCCAACATGAAACAACTCGCCCTGAGC
TTCCTCCAGAAGAACAATGTATGTGAACATAAAAAGTGCC
CATTGAACTCCAACTGCTATGTTATAAATGGAGAGGAGGT
CTGCAGATGTCTACCCGGATTTAGCGACGTCAAAATTGAT
AACGTGATGAACTGCGTTAGGGATGATACCCTTGACTGTA
GCAACAACAACGGTGGCTGTGATGTGAACGCAACGTGTAC
CCTTATAGACAAAAAAATTGTGTGTGAATGCAAGGACAAC
TTTGAGGGAGACGGAATATACTGCTCCTACAGCATTTTCA
ACTCCATCAACAATTTCATTTTCCTGATCTTGTTGCTTTTGT
G CCTGTACCTGTTCTAG

pfrh2b
>XM_024473230.1 Plasmodium falciparum 3D7 reticulocyte binding
protein 2 homologue b (PF3D7_1335300), partial Mrna

GAATTCGGCATGAATGAAACGAAAAGAATATCAAACACGGATG
CATATACTAATATAACTCTCCAGGATATTGAAAATAATAAAAAT
AAAGAAAATAATAATATGAATATTGAAACAATTGATAAATTAA
TAGATCATATAAAAATACATAATGAAAAAATACAAGCAGAAAT
ATTAATAATTGATGATGCCAAAAGAAAAGTAAAGGAAATAACA
GATAATATTAACAAGGCTTTTAATGAAATTACAGAAAATTATAA
TAATGAAAATAATGGGGTAATTAAATCTGCAAAAAATATTGTC
GATAAAGCTACTTATTTAAATAATGAATTAGATAAATTTTTATT
GAAATTGAATGAATTATTAAGTCATAATAATAATGATATAAAG
GATCTTGGTGATGAAAAATTAATATTAAAAGAAGAAGAAGAAA
GAAAAGAAAGAGAAAGATTGGAAAAAGCGAAACAAGAAGAAG
AAAGAAAAGAGAGAGAAAGAATAGAAAAAGAAAAACAAGAG
AAAGAAAGACTGGAAAGAGAGAAACAAGAACAACTAAAAAAA
GAAGCATTAAAAAAACAAGAGCAAGAAAGACAAGAACAACAA
CAAAAAGAAGAAGCATTAAAAAGACAAGAACAAGAACGACTA
CAAAAAGAAGAAGAATTAAAAAGACAAGAGCAAGAAAGGCTG
GAAAGAGAGAAACAAGAACAACTACAAAAAGAAGAAGAATTA
AGAAAAAAAGAGCAGGAAAAACAACAACAAAGAAATATCCAA
GAATTAGAAGAGCAAAAAAAGCCTGAAATAATAAATGAAGCAT
TGGTAAAGGGGGATAAAATACTAGAAGGAAGTGATCAGAGAA
ATATGGAATTAAGCAAACCTAACGTTAGTATGGATAATACTAAT
AATAGTCCAATTAGTAACAGTGAAATTACAGAAAGCGATGATA
TTGATAACAGTGAAAATATACATACTAGTCATATGAGTGACATC
GAAAGTACACAAACTAGTCATAGAAGTAACACCCATGGGCAAC
AAATCAGTGATATTGTTGAAGATCAAATTACACATCCTAGTAAT
ATTGGAGGAGAAAAAATTACTCATAATGATGAAATTTCAATCA
CTGGTGAAAGAAATAACATTAGCGATGTTAATGATTATAGTGA



AAGTAGCAACATATTTGAAAATGGTGACAGTACTATAAATACC
AGTACAAGAAACACGTCTAGTACACATGATGAATCCCATATAA
GTCCTATCAGCAATGCGTATGATCATGTTGTTTCAGATAATAAA
AAAAGTATGGATGAAAACATAAAAGATAAATTAAAGATAGATG
AAAGTATAACTACAGATGAACAAATAAGATTAGATGATAATTC
TAATATTGTTAGAATTGATAGTACTGACCAACGTGATGCTAGTA
GTCATGGTAGTAGTAATAGGGATGATGATGAAATAAGTCATGT
TGGTAGCGACATTCATATGGATAGTGTTGATATTCATGATAGTA
TTGACACTGATGAAAATGCTGATCACAGACATAATGTTAACTCT
GTTGATAGTCTTAGTTCTAGTGATTACACTGATACACAGAAAGA
CTTTAGTAGTATTATTAAAGATGGGGGAAATAAAGAAGGACAT
GCTGAGAATGAATCTAAAGAATATGAATCCCAAACAGAACAAA
CACATGAAGAAGGAATTATGAATCCAAATAAATATTCAATTAG
TGAAGTTGATGGTATTAAATTAAATGAAGAAGCTAAACATAAA
ATTACAGAAAAACTGGTAGATATCTATCCTTCTACATATAGAAC
ACTTGATGAACCTATGGAAACACATGGTCCAAATGAAAAATTT
CATATGTTTGGTAGTCCATATGTAACAGAAGAAGATTACACGG
AAAAACATGATTATGATAAGCATGAAGATTTCAATAATGAAAG
GTATTCAAACCATAACAAAATGGATGATGGCCATCATCACCATC
ACCACTAGAAGCTT



